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5 Bi- oder Oligomer eines Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamers 

von rekombinanten Pusionsproteinen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Bi- oder Oligomere von 
10 Bi-, Tri-, Quattro- oder Pentameren von rekombinanten Fusi- 
onsproteinen, wobei die rekombinanten Fusionsproteine min- 
destens eine Komponente A und mindestens eine Komponente B 
aufweisen. Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die 
Verwendung- von derartigen Bi- oder Oligomeren zur Hers tel- 
ls lung eines Arzneimittels bzw. deren Verwendung zur In- 
vitro-Diagnose . Schliefilich betrifft die vorliegende Erfin- 
dung auch Fusionsproteine, die eine Komponente A und eine 
Komponente B aufweisen, wobei die Komponente B einen multi- 
merisierenden und oligomerisierenden Abschnitt oder ein 
20 funktionelles Derivat eines solehen Abschnitts eines Pro- 
teins, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus der Familie 
der Clq- Proteine oder der Collectine, enthalt. Auch DNA- 
Sequenzen, die "fur ein derartiges Fusionsprotein kodieren, 
sowie Expressionsvektoren und Wirtszellen, die die DNA- 
25 Sequenz bzw. den Expressionsvektor enthalten, sind Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. 

Proteine, die physiologisch als Di-, Tri-, Quattro- oder 
Pentamere auftreten, sind in der Natur in groSer Zahl vor- 

30 handen. Aufgrund von Wechselwirkungen an den Oberflachen 
dieser in Losung di- oder mul timer isierenden Proteine kann 
es zu spontanen oder aber auch zu bspw. kinetisch verzoger- 
ten, weil konzent rat ions - oder milieuabhangigen Zusammenla- 
gerungen von Proteinen kommen. Hierfur sind -hydrophobe 

35 Wechselwirkungen, Wasserstof f bruckenbindungen und/oder Cou- 
lomb-Krafte verantwortlich , . 



BNSDOCID: <WO 01<9886A1J_> 



10 



IS 



20 



25 



30 



35 



WO 01/49866 

PCT/EP00/13032 

2 

Daneben aber sind bei gewissen Proteinen Strukturmotive an- 
zutref fen die zur Bildung von spezifischen strukturbeding- 
ten inter..clekularen Supersekundarstrukturen und damit zu 
Proteindi- oder -multimeren fuhren. Die Formation von Su- 
persekundarstrukturen beruht auf charakteristischen Ami- 
nosauresequenzen der diese Di- oder Multimere bildenden 
Proteine. Als Supersekundarstrukturen waren beispielsweise 
sog. "Coiled-Coil-Helices" zu nennen, die eine Di- oder 
Multxmerisierung von Proteinen durch Interaktionen von cha- 
rakteristisohen cx-Helices, die bei jedem der die Coiled- 
Coil-Form ausbildenden Proteine auftreten, bewirken. Die 
Coiled-Coil -Helix als ihtermolekulare "Di- oder Multimeri- 
sierungsdomane" von Proteinen stellt sich strukturell als 
zwei- oder mehrstrangige, umeinander gewundene Superhelix 
dar. Derartige Coiled-Coil-Motive treten insbesondere bei 
extrazellularen Proteindi- oder -multimeren auf, ganz be- 
sonders aber bei Proteinen bzw. Proteinkomplexen des Binde- 
gewebes . 

So etwa beschreiben Beck et al. (J. Mol . Biol. (1 996 ) 256, 
909-923) ein Bindegewebsprotein, das sog. Cartilage Matrix 
Protein (CMP), dessen Aggregation zu einem Homotrimer auf 
Tripelhelix, die das Resultat der Zusammenlagerung von drei 
komplementaren Helices (jeweils als Bestandteil eines Poly- 
peptids) darstellt, mit Coiled-Coil-Muster beruht. Charak- 
teristisch fur die Aminosauresequenz einer solchen eine 
Tripelhelix bildenden Helix ist dabei das Heptadmuster 
(abcdefg) n . Deren Aminosauren in den Positionen a und d 
tragen gewohnlich apolare Seitenketten und erlauben dadurch 
die Ausbildung der oben beschriebenen superhelikalen Struk- 
tur, hier als Tripelhelix aus drei Helices. 

Daruber hinaus findet sich in der Literatur beschrieben, 
daS bei einem anderen extrazellularen Matrixprotein 
(Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) ) sogar funf He- 
lices in Form einer funf strangigen Coiled-Coil-Helix mit- 
einander interagieren und damit Pentamere ausbilden konnen 
(Kajava, PROTEINS : Structure, Function and Genetics, 
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24:218-226 (1996); Malashkevich et al . , Science, Vol. 274, 
761-765, 1996) . 

Neben den Matrixproteinen COMP und CMP, die nicht zu den 
5 Proteinen aus der Kollagenf amilie gehoren, werden weiterhin 
auch -bei Proteinen aus der Kollagenf amilie spezifische 
strukturbedingte Mul timer isierungsphanomene durch die-Aus- 
bildung von Super sekundarstruktur en angetroffen. Dabei ist 
die Struktur von Kollagenf asern . durch das Tropokollagen ge- 
10 kennzeichnet , das aus drei helikalen verdrillten Polypepti- 
den besteht. Auch die Protof ibrille eines Haares ist aus 

einer Tripelhelix aus a-Keratin mit dem Motiv "Coiled- 
Coil", allerdings linksgangig, auf gebaut . 

15 Urn die Aviditat von Liganden zu erhohen, haben Terskikh et 
al. (PNAS, Vol. 94, 1663-1668, 1997) vorgeschlagen, Fusi- 
onsproteine einzusetzen, die ein kurzes Peptid mit Ligan- 
denfunktion und die "Coiled-Coil -Domane " des Matrixproteins 
COMP aufweisen. Fur diese Pentamere konnte eine erhohte 

20 Aviditat nachgewiesen werden, wobei Aggregate hoherer Ord- 
nung auf diesem Weg nicht erhalten werden konnten. 

Daruber hinaus sind aufgrund ihr'er Sequenzhomologien in ih- 
ren jeweiligen multimerisierenden Sequenzabschnitten die 

25 Proteine Clg, Kollagen al (X) , a2 (VII) , das Uberwinte- 
rungsprotein, ACRP3 0 , das innere Ohrstrukturprotein, das 
Cerebellin und das Multimerin als Proteinf amilie unter der 
Bezeichnung Clq-Familie zusammengef afit worden (Kischore und 
Reid, Immunopharmacol . , 42 (1999) 15-21), die gleichfalls 

30 strukturbedingt als Di- oder Multimere vorliegen. Unter den 
in dieser Familie auftretenden Proteinen mit Multimerisie- 
rungseigenschaf ten ist bspw. die Struktur des. aus dem Kom- 
plementsystem bekannten Proteins' Clq durch Monomere charak- 
terisiert, die jeweils eine globulare sog. "Kopf " -Domanen 

35 und einen "kollagenahnlichen" helikalen Sequenzabschnitt 
aufweisen. Uber diesen helikalen Sequenzabschnitt, der eine 
Coiled-Coil -Tripelhelix bildet, trimerisieren die Monome- 
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re. Sechs 'dieser Clq-Trimere formen wiederum ein Oligomer, 
wobei wiederum die Oligomerisierung der Proteintrimere auf 
Interaktionen zv/ischen den einzelnen Cciled-Coil- 
Tripelhelices beruht . Im Ergebnis fuhrt diese strukturelle 
5 Anordnung beim Protein bzw. multi- (oligo-) merisierten 
Proteinkomplex Clq zu einem als "Bouquet" bezeichneten Auf- 
bau, wobei sichergestellt wird, daS 18 globulare, C- 
terminal angeordnete "Kopf "-Domanen zu einem Hexamer von 
Trimeren verbunden werden. 

10 

Eine ahnliche Struktur wie beim Protein Clq ist auch beim 
Protein ACRP3 0 , gleichfalls ein Protein aus der Clq- 
Familie, anzutreffen (Hu et al . , J. Biol. Chem. , Vol. 271, 
Nr. 18, 10697-10703, 1996) . Bei diesem von Adipozyten se- 

15 kretierten Serumprotein handelt es sich mit iiberwiegender 
Wahrscheinlichkeit um Quattromere von Trimeren, wobei, wie 
auch beim Clq-Protein, globulare C-terminale Domanen uber 
kollagenahnliche Tripelhelices verbunden werden. MutmaSlich 
vier dieser Tripelhelices formen schliefilich wiederum ein 

2 0 Oligomer durch entsprechende Interaktionen . In der Verof- 
fentlichung von Shapiro und Scherer {Current Biology 1998, 
8:335-338) findet sich die mit Hilfe der Rontgenstruktura- 
nalyse ermittelte Struktur eines Homotrimers von ACRP3 0 
dargestellt . 

25 

Weiterhin sind aus der Literatur Proteine aus der Klasse 
der Collectine bekannt, die durch eine kollagenartige Doma- 
ne, eine Halsregion und daruber hinaus durch eine globulare 
carboxyterminale Lectinbindungsdomane charakterisiert sind. 

30 Auch die Collectine treten physiologisch als Oligomere von 
Trimeren auf. So trimerisieren beispielsweise die Proteine 
Lung Surfactant Protein A (SP-A) und das Mannose- 
Bindungsprotein (MBP) , jeweils aus der Familie der Col- 
lectine, durch die Interaktionen ihrer "kollagenahnlichen" 

35 Domane und liegen schlieSlich als Hexamere von Trimeren vor 
(Epstein et al . , Current Opinion in Immunology, Vol. 8, Nr. 
1, 1996, 29-35) . DemgemaJS bilden also auch die unter der 
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Bezeichnung Collectine bekannten Proteine Oligomere (bspw. 
Hexamere) von Multimeren (bspw. Trimere) aus . 

Aus der Literatur ist zudem zu entnehmen, daS zahlreiche 
5 physiologisch als Signal mo lekule wirkende Proteine ein bio- 
logisches Signal nur in bestimmten Zustanden transduzieren 
konnen . So ist beispielsweise membranstandig angeordnetes 
FasL biologisch, d.h. apoptotisch, wirksam, wahrend nach 
Abspaltung des extrazellularen Proteinabschnitts von dem 

10 membranstandigen Abschnitt (sog. sFasL) diese nicht- 
membrangebundene sFasL-Fraktion physiologisch keine apopto- 
tische Wirkung auf Zielzellen mehr hervorrufen kann. In der 
Verof f entlichung von Schneider et al . (J. Exp. Med., Vol. 
187-, Nr. 8, 1998, 1205-1213) wurde beschrieben, daS die 

15 biologische Wirkung von sFasL-Trimeren, die - wie zuvor er- 
lautert - nach Abspaltung vom membranstandigen Proteinab- 
schnitt erhalten werden, gleichwohl durch den Einsatz von 
vernetzenden Antikorpern in Hinblick auf deren physiologi- 
sche Funktion reaktiviert werden kann. Hierzu wurde ein Fu- 

20 sionsprotein, bestehend aus der Trimerisierungsdomane von 
FasL, einer kurzen Linkers equenz und einer Flag-Markierung 
(mit der Flag-Aminosauresequenz (Ein-Buchstaben-Code) 
DYKDDDDK) konstruiert , exprimiert, und derartige nicht- 
strukturbedingt (also nicht uber spezifische Sekundarstruk- 

25 tur-Interaktionen mit dem Ergebnis der Bildung einer Super- 
sekundarstruktur) trimerisierte Fusionsproteine durch gegen 
die Flag-Markierung gerichtete Antikorper vernetzt. 

Derartig durch Antikorperbindung vernetzte sFasL-Molekule 
30 zeigen eine signifikante Erhohung der spezifischen apopto- 
tischen Aktivitat gegenuber nicht -vernetzten sFasL- 
Trimeren. Diese von Schneider et al . vorgeschlagene Vorge- 
hensweise weist jedoch den Nachteil auf, daS neben den re- 
kombinanten, nicht -membrangebundenen FasL-Proteinen mit der 
35 Trimerisierungsdomane auch spezifische* Antikorper einge- 
setzt werden mussen, also eine Erhohung der biologischen 
Aktivitat nur durch die Bereitstellung einer weiteren Mole- 
kulfraktion zu errreichen ist. Daruber hinaus ist es durch 
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die von Schneider et al . vorgeschlagenen Lehre nicht mog- 
lich, einen exakt vorgegebenen oder bestimmbaren Oligomeri- 
sierungsgrad der Mul time re sicherzusteilen . Die Antikorper 
konnen namlich bewirken, da£ sich die FasL-Trimere zu Dime- 
5 ren verbinden oder aber auch ein breites Spektrum von oli- 
gomerisierten Komplexen bis hin zu riesigen sFasL- 
/Antikorper-Aggregaten auf tritt . Da bspw. fur die medizini- 
schen Anwendung ein genau definiertes Produkt mit maximaler 
Wirksamkeit gefordert wird, ist im Ergebnis daher der von 
10 Schneider et al . vorgeschlagene Weg zur Reakt ivierung bzw. 
der Erhohung der sFasL- Aktivitat nicht praktikabel. 

Eine zentrale Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es 
nunmehr, Verbindungen zur Verfugung zu stellen, die die 
15 Nachteile des Stands der Technik vermeiden, insbesondere 
auch eine gesteigerte biologische Aktivitat aufweisen oder 
aber eine Reaktivierung der biologischen Aktivitat bewir- 
ken . 



20 Die vorliegende Aufgabe wird durch den Gegenstand des An- 
spruchs 1, namlich Bi- oder Oligomere eines Di- # Tri-, 
Quattro- oder Pentamers von rekombinanten Fusionsproteinen, 
dadurch geldst, daS die rekombinanten Fusionsproteine min- 
destens eine Komponente A und mindestens eine Komponente B 

25 aufweisen, wobei die Komponente A ein Protein oder einen 
Proteinabschnitt mit biologischer Funktion, insbesondere 
mit Bindungsfunktion, umfaSt und die Komponente B ein Pro- 
tein oder einen Proteinabschnitt umfafit, das/der das Di-, 
Tri-, Quattro- oder Pentamer eines rekombinanten Fusions- 

30 proteins mit biologischer Funktion ohne Wirkung von Dritt- 
molekulen bi- oder oligomerisiert oder aber Fusionsproteine 
zu Di- oder Multimeren aggregiert und diese Di- oder Mul ti- 
mere gleichzeitig ohne Wirkung von Drittmolekulen zu einem 
Bi- oder Oligomer verbindet . 

35 

In der Darstellung der vorliegenden Erfindung werden die 
Begriffe Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamer unter der Be- 
zeichnung Multimer zusammengef aSt , und es werden hierunter- 
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Proteinkomplexe aus zwei, drei, vier oder funf zusammenge- 
lagerten Polypeptiden (Proteinen) verstanden. Dagegen wer- 
den die Aggregate der nachsthoheren Ordnung, also die Ag- 
gregationen von zwei oder mehr Di-, Tri-, Quattro- oder 
5 Pentameren im obigen Sinn als Bi- oder Oligomere bezeich- 
net. Unter einem Protein oder Proteinabschnitt mit biologi- 
scher Funktion (Komponente A im Pusionsprotein) sind insbe- 
sondere Proteine, die eine Li gandenf unktion, ganz besonders 
fur Antikorper oder Rezeptoren, haben (also als Bindungs- 

10 partner mit einem oder mehr Molekul (en) in Wechselwirkung 
treten konnen) , modifizierte Aminosauresequenzen, z.B. Ami- 
nosauresequenzen mit kovalent oder nicht-kovalent angekop- 
pelten Wirkstoffen (ggf. organisch-chemischer Natur) , Anti- 
korper oder Abschnitte von Antikorpern mit Paratopen oder 

is auch Hormone, bspw. Peptidhormone, zu verstehen. Ganz be- 
sonders umfa£t die vorliegende Erfindung Amino saureseguen - 
zen von Signalproteinen, die biologisch bereits als Monome- 
re aktiv sind und entsprechend als Bestandteile in einem 
erf indungsgemafien Komplex in ihrer Wirkung gesteigert wer- 

20 den oder aber durch ihre erf indungsgemaS eingeleitete Mul- 
ti- und Oligomerisierung oder erf indungsgemaE ausschliefi- 
lich eingeleitete Oligomerisierung (sofern bereits Kompo- 
nente A des Fusionsproteins als Trimer vorliegt) erst aktiv 
werden, als Komponente A im Fusionsprotein . Bei physiolo- 

25 gisch membranstandigen Signalproteinen, bspw. bei TNF- 
Cytokinen, werden Spaltprodukte , die die extramembranosen, 
insbesondere die extrazellularen Proteinabschnitte, umfas- 
sen, bevorzugt . Aber auch Aminosauresequenzen, die als An- 
tigene wirken konnen, konnen als Komponente A im rekombi- 

30 nanten Fusionsprotein eingesetzt werden. SchlieiSlich konnen 
als Komponente A auch Rezeptoren, z.B. Rezeptoren aus der 
TNF-Rezeptorf amilie, etwa zugehorig zur Familie der Typl- 
Membranproteine (bspw. FasR) , oder Abschnitte bzw. Derivate 
solcher Rezeptoren zum Einsatz kommen, die gleichfalls Bin- 

35 dungsf unktion haben (damit also als Bindungspartner mit ei- 
nem anderen Molekul in Wechselwirkung treten) und i.S. der 
vorliegenden Erfindung daher auch unter den Begriff 
"Ligand" fallen. Derartige bindungsf ahige Fragmente von 
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biologischen Rezeptoren eigenen sich insbesondere zur Ver- 
wendung als Arzneimittel , wenn der komplementare biologi- 
sche Ligand beim Patient en in unphysioiogisch hone Konzen- 
trationen vorliegt. 

5 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm konnen die Komponenten 
A die in erf indungsgemaSen Oligomeren vorliegenden Multime- 
re, also Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamere, identische 
Komponenten A (Oligomere von Homodi- oder -multi trier en) oder 

10 unterschiedliche Komponenten A (Oligomere von Heterodi - 
oder -multimeren) aufweisen. Auf diese Weise konnen Protei- 
ne mit verschiedenen Komponenten A, -ggf. mit unterschiedli- 
cher biologischer Funktion, in Di- oder Multimeren von er- 
f indungsgemaSen Oligomeren verbunden sein. Die einzelnen in 

15 dem Bi- oder Oligomer aggregierten Heterodi- oder He- 
teromultimere konnen dann ebenfalls gleich oder verschieden 
sein, d.h. ein erf indungsgemafies Bi- oder Oligomer kann 
sich ggf . auch aus verschiedenen Heterodi- oder -oligomeren 
zusammense t zen . 

20 

Allerdings ist es auch mdglich, daS die Fusionsproteine im 
jeweiligen Di- oder Multimer als Untereinheit des Bi- oder 
Oligomers identisch sind, dagegen die einzelnen als Di- 
oder Multimer ausgestalteten Untereinheit en im Bi- oder 

25 Oligomer verschieden sind (Heterobi- oder .. Heteropligomer 
von Homodi-, -tri-, -quattro- oder -pentameren) . Derart 
konnen be i spiels weise in einem erf indungsgemafien Hexamer 
von Trimeren bis zu sechs in bezug auf die Komponente A 
verschiedene Homotrimere assoziiert werden. Auf diese Weise 

30 werden durch die Wahl , die Anordnung, die spezifische Kom- 
bination und/oder durch die Anzahl der Komponenten A im Bi- 
oder Oligomer typischerweise fein modulierte biologische 
Aktivitaten bewirkt werden konnen. Es ist bekannt, da£ ge- 
wisse biologische Wirkungen erst durch Zusammenspiel von 

35 mindestens zwei Liganden (im biologischen, nicht im erwei- 
terten Sinn nach vorliegender Erfindung) die erwiinschte 
biologische Wirkung, z.B. eine Zellakti vie rung, hervorru- 
fen. Dies ist z.B. bei der Kombination gewisser Interleuki- 
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ne in bezug auf deren Wirkung als T- oder B-Zellaktivatoren 
wunschenswert . Erf indungsgemaS konnen derartige erst in 
Kombination wirksame Effektoren in einem erf indungsgemafien 
Komplex angeordnet sein. Allerdings ist auch denkbar, daS 
5 Zusammensetzungen bereitgestellt werden, die bspw. in bezug 
auf ihre jeweilige Komponente A verschiedenartige Oligomere 
enthalten. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm handelt es 
10 sich bei der Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein 
um ein Peptidhormon, einen Wachs turns fakt or, ein Cytokin, 
ein Interleukin oder einen Abschnitt derselben, vorzugswei- 
se um einen bindungsf ahigen Abschnitt. Aber auch funktio- 
nelle Derivate der vorgenannten Peptide und/oder Proteine 
is konnen als Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein, 
das Bestandteil eines erf indungsgemafien Oligomers ist, zum 
Einsatz kommen. 

Als funktionelle Derivate von biologisch aktiven Proteinen, 

20 Proteinabschnitten oder Peptiden werden insbesondere solche 
Proteine bezeichnet, die die biologische Funktion aufrecht- 
erhalten, gleichwohl aber Sequenzunterschiede zu den ent- 
sprechenden nativen Seguenzen aufweisen. Bei diesen Se- 
quenzabweichungen kann es sich um eine oder mehr Inserti- 

25 on (en), Deletion (en) oder Substitution (en) handeln, wobei 
eine Sequenzhomologie von mindestens 7 0% bevorzugt und eine 
Seguenzhomologie von mindestens 85 % zwischen dem einge- 
setzten Derivat und der nativen Sequenz ganz besonders be- 
vorzugt ist. Insbesondere fallen unter den Begriff der 

30 funktionellen Derivate solche Aminosauresequenzen, die ge- 
genuber den physiologischen Sequenzen konservative Substi- 
tution aufweisen. Als konservative Subs ti tut ionen werden 
solche Substitutionen bezeichnet, bei denen Aminosauren ge- 
geneinander ausgetauscht werden, die aus der gleichen Klas- 

35 se stammen. Insbesondere gibt es Aminosauren mit aliphati- 
schen Seitenketten, positiv oder negativ geladenen Seiten- 
ketten, aromatischen Gruppen in der Seitenketten oder Ami- 
nosauren, deren Seitenketten Wasserstof f brucken eingehen 
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konnen, bspw. Seitenketten, die eine Hydroxyf unktion besit- 
zen. Das bedeutet , dafi bspw. eine Aminosaure mit einer po- 
laren Seitenkette durch eine andere Aminosaure mit einer 
gleichfalls polaren Seitenkette ersetzt wird oder bei- 
spielsweise eine durch eine hydrophobe Seitenkette gekenn- 
zeichnete Aminosaure durch eine andere Aminosaure mit 
gleichfalls hydrophober Seitenkette substituiert wird (z.B. 
Serin (Threonin) durch Threonin (Serin) bzw. Leucin 
(Isoleucin) durch Isoleucin (Leucin)). 

Unter einem Liganden werden i.S. der vorliegenden Erfindung 
alle an Bindungsreaktionen beteiligten Molekiile verstanden. 
Bei einem Liganden kann es sich demnach auch urn ein norma- 
lerweise als Rezeptor bezeichnetes Protein handeln. Auch 
ein solcher Rezeptor kann "Ligand" i.S. dieser Erfindung 
sein, wenn er an ein Signalmolekul bindet . 

Erf indungsgemaS bevorzugt sind Oligomere von Trimeren von 
rekombinanten Fusionsproteinen, insbesondere Tri- oder 
Quattromere von Trimeren (3x3 oder 4x3) oder Hexamere 
von Trimeren (6x3). 

Besonders bevorzugt ist ein Bi- oder Oligomer eines Di-, 
Tri-, Quattro- oder Pentamers von rekombinanten Fusionspro- 
teinen dann, wenn die Komponente A im rekombinanten Fusi- 
onsprotein ein Cytokin aus der Familie TNF-Cytokine, ein 
Abschnitt eines solchen TNF-Cytokins oder ein f unktionelles 
Derivat eines TNF-Cytokins oder eines entsprechenden TNF- 
Cytokin-Abschnitts ist. Dabei konnen die eingesetzten TNF- 
Cytokine bei den Zielzellen durch Bindung an die entspre- 
chenden Rezeptoren bspw. apoptotische , proliferative oder 
aktivierende Wirkungen hervorrufen. In einer nicht ab- 
schlieSenden Aufzahlung kommen als TNF-Cytokine insbesonde- 
re die Proteine CD40L, FasL, ' TRAIL, TNF, CD30L, • OX4 0L, 
RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2, LIGHT, CD2 7L, 41-BB, GITRL, 
APRIL, EDA, VEGI und BAFF in Betracht . Als Komponente A im 
rekombinanten Fusionsprotein werden dabei bevorzugt extra- 
zellulare Abschnitte der vorgenannten membranstandigen TNF- 
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Cytokine oder deren funktionelle Derivate verwendet . Ganz 
besonders bevorzugt sind diese Spaltprodukte dann, wenn de- 
ren jeweilige biologische Funktionalitat , insbesondere de- 
ren Bindungsdungsvermdgen an den jeweiligen Rezeptor, er- 
5 halten bleibt. Auch funktionelle Derivate, im oben genann- 
ten Sinn, der vorgenannten TNF-Cytokine oder Abschnitte der 
TNF- Cytokine konnen als Komponente A des Fusionsproteins 
zum Einsatz kommen. In einer ganz besonders bevorzugten 
Ausf uhrungsf orm ist die Komponente A des rekombinanten Fu- 
10 sionsproteins ausgewah.lt aus der Gruppe, bestehend aus 
hFasL (AA 139-261) , hTRAIL (AA 95-281) , hCD40L (AA 116-261) 

und m oder hTNFa (AA 77-235). 

Aber auch Rezeptoren (membranstandige oder intrazellulare 

15 Rezeptoren) , insbesondere Rezeptoren von Proteinen der Fa- 
mil ie der TNF-Cytokine, insbesondere die physiologischen 
Rezeptoren der vorgenannten TNF-Cytokine, bzw. Abschnitte 
oder Derivate der Rezeptoren, werden in einer bevorzugten 
Ausf uhrungsf orm als Komponente A im rekombinanten Fusions- 

20 protein eingesetzt. Fur den Fall, dafi Abschnitte von Rezep- 
toren als Komponente A eingesetzt werden, wird es sich ins- 
besondere urn Abschnitte der physiologischen Proteinsequenz 
derartiger Rezeptoren handeln, die physiologisch extramem- 
branos angeordnet sind. Hier kommen ganz besonders die ex- 

25 trazellularen Abschnitte derartiger Rezeptoren in Betracht. 
Beispielsweise kann/konnen erf indungsgemafi die Bindungsdo- 
mane (n) eines Rezeptors, insbesondere eines Rezeptors, der 
ein Cytokin aus der Familie der TNF-Cytokine bindet (z.B. 
FasR, CD30, CD40, GITR, TNF-R1 und/oder TNF-R2) , auf einem 

30 dimerisierenden Immunglobulin (dimerisierendes Fc-Fragment) 
aufgetragen sein, und diese Dimere konnen wiederum durch 
eine Komponente B, beispielsweise einen Kollagen-artigen 
Abschnitt mit der Fahigkeit, Di- oder Multimere zu bi- oder 
oligomerisieren zu erf indungsgemaSen Bi- oder Oligomerkom- 

35 plexen bi- oder oligomerisiert werden. Hierbei kommt z.B. 
ein Tetramer von Di- oder Multimeren (z.B. durch tetrameri- 
sierende Abschnitte von ACRP3 0) , ein Pentamer von Di- oder 
Multimeren (z.B durch entsprechende als Komponente B einge- 
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setzte Seguenzabschnitte eines Monomers aus dem COMP- 
Komplex) oder auch eine Hexamer von Di- oder Multimeren 
(z.B. durch hexamerisierende Abschnitte aus Monomeren des 
Clq-Komplexes) in Betracht . 

5 

Erf indungsgemafc ergeben sich demnach folgende Moglichkei- 
ten: Die fur ein • rekombinantes Fusionsprotein, das Bestand- 
teil eines erf indungsgemaSen Oligomers werden soil, ausge- 
wahlte Komponente A liegt bereits als solche in Losung als 

10 Di- oder Mul timer vor. Die Komponente B wird in einem sol- 
chen Fall die Di- oder Mul timer isierung der Komponenten A 
nur noch verstarken und im wesentlichen die Bi- oder Oligo- 
merisierung der rekombinanten Fusionsproteine bewirken. 
Diese Situation findet sich bspw. dann, wenn als Komponente 

is A mindestens ein TNF-Ligand bzw. ein Abschnitt oder Derivat 
derselben, die bereits in Losung typischerweise trimeri- 
siert sind, als Bestandteil (e) eines Fusionsproteins oligo- 
merisiert werden sollen. Fur den Fall jedoch, da£ die Kom- 
ponente A als solche in Losung keine durch Oberflachen- 

20 Wechselwirkung vermittelte Di- oder Multimerisierung zeigt, 
wird die Komponente B erf indungsgemaS sowohl eine Di- oder 
Multimerisierung der 'Komponente A als auch eine Bi- oder 
Oligomer isierung der di- oder multimerisierten rekombinan- 
ten Fusionsproteine sicherstellen mussen. Dies ist bspw. 

25 typischerweise. fur den Fall, da£ Rezeptoren oder Abschnitte 
derselben die Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein 
bilden, erf orderlich . 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden auch Bi- oder 
30 Oligomere von Di-, Tri-, Quattro- oder Pentameren von re- 
kombinanten Fusionsproteinen offenbart, bei denen vorzugs- 
weise die Komponente A ein Antigen oder ein Abschnitt eines 
Antigens ist. Erwunscht ist dabei, Antigene von viralen, 
bakteriellen oder protozoologischen Erregern einzusetzen. 
35 Hierbei kann es sich um beliebige typische Antigene eines 
Erregers, bspw. Proteinabschnitte und/oder spezifische Koh- 
lenhydratstrukturen handeln, typischerweise jedoch um Ober- 
f lachenantigene der jeweiligen Erreger oder aber um Ab- 
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schnitte von Oberf lachenproteinen von Erregern, die gleich- 
falls antigenische Eigenschaf ten aufweisen. Zu denken ware 
hierbei beispielsweise in einer nicht abschlieSenden Auf- 
zahlung an Hemagglutinin, Neuraminidase, PreSl, PreS2 , HBs- 
5 Antigen, gpl20, gp41 oder auch bestimmte typische Tumor- 
Antigene . 

Bei der Komponente A des rekombinanten Fusionsproteins kann 
es sich aber in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm auch urn 
eine Aminosauresequenz handeln, die dazu geeignet ist, als 
Trager fur einen Rezeptoragonisten oder Rezeptorantagoni- 
sten zu fungieren. So etwa kann ein als pharmakologischer 
Wirkstoff aktives, kleines ■ organisch-chemisches Molekul ty- 
pischerweise kovalent an eine derartige Aminosauresequenz 
angekoppelt werden, beispielsweise uber eine Etherbindung 
an Threonin oder Serin, eine ami dart ige Bindung oder uber 
eine Esterbindung . Durch die vorliegende Erfindung werden 
dann grofie Oligomerkomplexe von beispielsweise 18 Fusions - 
proteinen (z.B. 3 x 6 Fusionsproteinen) mit jeweils ange- 
koppelten Rezeptoragonisten oder Rezeptorantagonisten zur 
Verfugung gestellt . Hierdurch kann eine erhebliche Verbes- 
serung der Wirksamkeit bzw. der Aviditat derartiger orga- 
nisch-chernischer Molekiile an ihren jeweiligen Rezeptoren, 
aufgebracht auf einen bi- oder oligomerischen Proteintra- 
ger, beispielsweise fur den Einsatz als Arzneimittel in der 
Human- oder Veterinarmedizin, erreicht werden. 

Bei der Komponente B des rekombinanten Fusionsproteins, das 
di- oder mul timer isiert im Bi- oder Oligomer vorliegt, wird 
30 es sich typischerweise urn ein Protein aus der Familie der 
Clq-Proteine oder der Collect ine handeln. Besonders bevor- 
zugt sind die Proteine der Clq- oder der Collectinf amilie 
als Bestandteil des rekombinanten Fusionsproteins, namlich 
als Komponente B, dann, wenn nur deren Di- 
35 /Mul timer is ierungs- bzw. Bi- /Oligomer is ierungssequenz im 
rekombinanten Fusiosprotein transkribiert bzw. translatiert 
wird. Die zumeist globularen "Kopf "-Domanen (Figur 14), die 
in der Sequenz der nativen Monomere enthalten sind, werden 
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also als Translationsprodukt im erf indungsgemaSen rekombi- 
nanten Fusionsprotein nicht aufscheinen und sind daher auch 
nicht Bestandteil der Komponente B in demselben. Die vorge- 
nannte Komponente B in einem erf indungsgemaSen rekombinen- 
ten Fusionsprotein wird eine Sequenz aufweisen, die typi- 
scherweise zumeist uberlappend die Funktionalitat zur Di- 
/Multimerisierung bzw. Bi-/Oligomerisierung aufweist, da 
die als Komponente B eingesetzten Kollagen-artigen Ab- 
schnitte der Proteine der vorgenannten Familien typischer- 
weise an der Bildung von bspw. Tripelhelices beteiligt 
sind, die wiederum die Fahigkeit besitzen, mit anderen Tri- 
pelhelices eine Bi- oder Oligomerstruktur (bspw. ein Tetra- 
oder Hexamer von bspw. Tripelhelices) einzugehen. 

Typischerweise wird daher das multi- und oligomerisierende 
Fusionsprotein die fur die Di- und Mul timer iserung bzw. die 
Bi- und 01 igomeri si erung* verantwort lichen Domanen der Pro- 
teine aus den Familien der Clg-Proteine oder Collectine als 
Komponente B aufweisen, wahrend deren jeweilige "Kopf"- 
Domanen durch andere, gleichfalls eine biologische Funktion 
wahrnehmende Proteine oder Proteinabschnitte als Komponente 
A ersetzt werden. Der Begriff "rekombinantes Fusionspro- 
tein" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung also so zu 
verstehen, da£ die mindestens eine Komponente A und die 
mindestens eine Komponente B im rekombinanten Fusionspro- 
tein artifiziell fusioniert sind, d.h., da£ ein Fusionspro- 
tein i.s. der vorliegenden Erfindung keinem naturlich auf- 
tretenden Protein entspricht. 

Auch f unktionelle, d.h. bi- oder oligomerisierende Derivate 
von Proteinen aus der Clq-Protein-Familie oder der Familie 
der Collectine bzw. Derivate von Abschnitten der vorgenann- 
ten Proteine konnen als Komponente B fur die Aggregation 
von rekombinanten Fusionsproteinen zu Bi- oder Oligomeren 
zum Einsatz kommen. Dabei wird beispielsweise die Komponen- 
te B die Sequenz des Proteins Clq, MBP, SP-A ("lung surfac- 
tant protein A"), SP-D ("lung surfactant protein D" ) , BC 
(Bovines Serumconglutinin) , CL43 (Bovines Collectin-43) 
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und/oder ACRP30 bzw. die Sequenz (en) von bi- oder oligome- 
risierenden Abschnitten mindestens eines der vorgenannten 
Proteine oder auch von f unktionellen Derivaten dieser Pro- 
teine oder der Abschnitte der f unktionellen Derivate ent- 
5 halten. Besonders bevorzugt sind Bi- oder Oligomere von re- 
combinant en Fusionsproteinen dann, wenn die Komponente B 
des rekombinanten Fusionsproteins ein Proteinabschnitt des 
Proteins Clq oder des Proteins ACRP3 0, insbesondere der hu- 
manen Variante oder einer anderen Saugetiervariante , ganz 
10 besonders der murinen Variante, ist, wobei ein solcher je- 
weiliger Proteinabschnitt typischerweise keine globulare 
"Kopf " -Domane des nativen Proteins Clq oder ACRP30 auf- 
weist . 

15 Als ganz besonders bevorzugte Ausf uhrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung stellen sich solche Bi- oder Oligomere von 
Di-, Tri-, Quattro- oder Pentameren von rekombinanten Fusi- 
onsproteinen dar, deren Komponente B eine Amino saure sequenz 
gemaS Figur 6A (eingerahmte Sequenz) bzw. Fig. 6B oder ein 

20 f unktionelles Derivat dieser Amino saure sequenz (en) bzw. ei- 
nen Abschnitt dieser Sequenz (en) entha.lt . Dabei kann es 
sich typischerweise um einen Abschnitt des Proteins mACRP30 
(m: murin) mit bspw. den Aminosauren 18 bis 111 oder um ei- 
nen Abschnitt der humanen Variante (hACRP3 0) mit bspw. den 

25 Aminosauren- 18 bis 108 handeln. Insbesondere kann daher er- 
f indungsgemaS ein Fusionsprotein zur Verfugung gestellt 
werden, des sen Komponenten A und B humanen Ursprungs sind, 
so daiS etwaige Immunreaktionen beim therapeutischen Einsatz 
beim Menschen ausgeschlossen werden konnen. 

30 

Insbesondere bevorzugt sind Bi- oder Oligomere von Di- oder 
Multimeren solcher Fusionsproteine , die Sequenzen aus ver- 
schiedenen Wirtsorganismen aufweisen. Ganz besonders bevor- 
zugt sind erf indungsgemaSe Aggregate dann, wenn sie aus 
35 chimaren Fusionsproteinen stammen, wobei die Komponente A 
aus einer anderen Tierart stammt als die Komponente B. Der- 
art kann es vorteilhaft sein, dafi die Komponente A einer 
Ami no saure sequenz aus der Maus, Ratte, Schwein oder einem 
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anderen Vertebraten, insbesondere aus einem Sauger, oder 
einem f unktionellen Derivat derselben oder entspricht und 
die Komponente B humane n Ursp rungs ist oder umgekehrt . Be- 
vorzugt sind auch erf indungsgemafce Komplexe solcher Fusi- 
5 onsproteine, deren Komponente A einer Seguenz aus einem Vi- 
rus, Bakterium oder Protozoen entspricht, kombiniert mit 
einer Komponente B humanen Ursprungs . Selbstverstandlich 
konnen die .. Seguenz en der Komponente A und Komponente B in 
einem erf indungsgemaSen Fusionsprotein aber auch aus der 
lo gleichen Tierart stammen. 

In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form der vorlie- 
genden Erfindung erfolgt die Multi- und/oder Oligbmerisie- 
rung der Fusionsproteine durch eine kurze Aminosauresequenz 
von mehr als 6 Aminosauren, vorzugsweise von 8 bis 2 0 Ami- 
nosauren, die in den rekombinanten Fusionsproteinen als 
Komponente B vorhanden ist. Die durch diese kurzen Ami- 
nosauresequenzen typischerweise erreichte Bi- oder Oligome- 
risierung von Fusionsproteinen, die bereits als solche 
durch nicht durch Supers ekundarstrukturen, sondern durch 
Oberflachen-Interaktion in Losung als Di- oder Multimere 
vorliegen, beruht bevorzugt auf der Ausbildung von Disul- 
fidbrucken, die durch die spezifische Aminosauresequenz im 
rekombinanten Fusionsprotein moglich wird. Dies bedeutet , 
daS die Komponente B vorzugsweise mindestens ein Cystein 
aufweist, das dann unter oxidierenden Bedingungen eine ko- 
valente Verknupfung mit dem mindestens einen Cystein eines 
Fusionsproteins mindestens eines anderen Di- oder Multimers 
ausbilden kann. Fur den bevorzugten Fall, daJS die Komponen- 
te B eine kurze bi- oder oligomerisierende Aminosaurese- 
quenz von 8 bis 20 Aminosauren enthalt, ware als Beispiel 
die Aminosauresequenz (Ein-Buchstaben-Code) 

VDLEGSTSNGRQCAGIRL zu nennen . Diese 18 Aminosauren umfas- 
sende Sequenz weist an Position 11 einen Cystein-Rest auf, 
der zwischen den Di- oder Multimeren eine Disulf idbrucke 
bilden kann. 
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Auch funktionelle Derivate oder Abschnitte dieser 18 Ami- 
nosauren umfassenden Sequenz konnen als Komponente B zum 
Einsatz kommen. Hierbei ist insbesondere die Sequenz 
VDLEGSTSNGRQSAGIRL aufzufuhren, bei der zwar an der Positi- 
5 on 11 der Cystein- durch einen Serinrest substituiert ist, 
die aber gleichwohl eine Bi- oder Oligomerisierung der Fu- 
sionsprotein-Multimere sicherstellen kann. 

Die Fusionsproteine konnen in einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform auch so ausgestaltet sein, daS uber die Bi- oder 
Oligomerisierung von di- oder multimerisierten Fusionspro- 
t einen hinaus Aggregate hoherer Ordnung gebildet werden 
konnen. Diese Aggregate hoherer Ordnung, die wiederum zwei 
oder mehr .Bi- oder Oligomere umfassen, konnen "beispielswei- 
se durch Vernetzung uber Antikorper zur Verfugung gestellt 
werden. Die Antikorper sind gegen Epitope auf dem (den) Fu- 
sionsprotein (en) eines erf indungsgemaSen Komplexes gerich- 
tet, vorzugsweise gegen ein Epitop der Komponente B. Es 
kann aber auch das Fusionsprotein neben den Komponenten A 
und B zusatzliche Sequenzabschnitte aufweisen, die als An- 
tigene fur die vernetzenden Antikorper dienen. Bevorzugt 
sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung in diesem Zusam- 
menhang sog. Tag-Sequenzen, beispielsweise ein Flag-Tag, 
also die Aminosaurenf olge DYKDDDDK, oder aber auch bei- 
25 spielsweise ein His-Tag (enthaltend mehrere konsekutive Hi- 
stidine) . 

Ganz besonders bevorzugt aber werden im Rahmen der vorlie- 
genden Erfindung Aggregate hoherer Ordnung dadurch bereit- 
gestellt, da£ mehr als eine Komponente B im rekombinanten 
Fusionsprotein enthalten ist . Vorzugsweise wird demnach zur 
Bildung von Aggregaten hoherer Ordnung das Fusionsprotein 
eine Komponente BI zur Bildung von Bi- oder Oligomeren ent- 
halten und daruber hinaus mindestens eine weitere Komponen- 
te B (beispielsweise eine Komponente B2) , die typischerwei- 
se von der Komponente BI verschieden ist. Die Komponente 
B2 , die mindestens in einem Fusionsprotein eines erf in- 
dungsgemafien Bi- oder Oligomers auftreten mufi, stellt si- 
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cher, . da£ sich die Bi- oder Oligomere zu Aggregaten hoherer 
Ordnung zu vernetzen. Beispielsweise kann es sich bei der 
" tf, " Jr ' uueuoc um «inen di- oaer oligomer! si erenden Ab- 

schnitt eines Proteins aus der Familie der Clq- oder Col- 
5 lectin-Proteine, wahrend die Komponente B2 eine mindestens 
eine Disulf idbrucke bildende 8 bis z.B. 28 Aminosauren lan- 
ge Sequenz ist. Fur den Fall, dafi mindestens eine Disulf id- 
brucke zwischen zwei verschiedenen Oligomeren gebildet 
wird, wird ein erf indungsgemaEes Aggregat hoherer Ordnung, 
10 bspw. ein Bimer eines Oligomers, zur Verfugung gestellt. 

Weiterhin wird es bevorzugt sein, zwischen der Komponente A 
und der (den) Komponente (n) B oder, falls mehrere Komponen- 
ten B im Fusionsprotein enthalten sind, auch zwischen die- 

15 sen mindestens zwei Komponenten B sog. Linkersequenzen ein- 
zufiigen. Diese Linkersequenzen dienen zur strukturellen Ab- 
trennung der verschiedenen f unktionellen Komponenten im re- 
kombinanten Fusionsprotein und konnen bevorzugt auch eine 
"Scharnier»-Funktion ubernehmen, d.h. eine Aminosaurese- 

20 quenz flexibler Struktur darstellen. 

Damit werden erf indungsgemaS ganz allgemein Bi- oder Oligo- 
mere bzw. Aggregate hoherer Ordnung offenbart, die sich 
insbesondere durch eine erhohte biologische Wirksamkeit 
25 und/oder durch erhohte Aviditaten an komplementare Proteine 
- auszeichnen. Auf diese Weise werden vorliegend als weiterer 
Erf indungsgegenstand auch Verfahren offenbart, die zur Er- 
hohung biologischer Wirksamkeit und/oder zur Erhohung der 
Aviditat von Biomolekulen oder Pharmaka mit Ligandenf unkti- 
30 on im Sinne der vorliegenden Erfindung dienen.. Derartige 
Verfahren zeichnen sich durch Rekombination mindestens ei- 
ner Komponente A, die einem Protein oder Proteinabschnitt 
mit biologischer Funktion entspricht, mit mindestens einer 
di- oder mul timer isierenden und bi- oder oligomerisierenden 
35 Komponente B aus, wobei eine Erhohung der biologischen Ak- 
tivitat und/oder eine Erhohung der Aviditat der Komponente 
A erreicht dadurch wird, daS die rekombinierten Fusionspro- 
teine anschliefiend durch Multi- und Oligomerisierung zu Bi- 
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oder Oligomeren von Di- oder Multimeren bi- oder oligomeri- 
siert werden. Ganz besonders bevorzugt ist das Verfahren 
dann, wenn die Komponente A ein TNF-Cytokin, ein Abschnitt 
eines TNF-Cytokins oder ein f unktionelles Derivat eines 
5 solchen Proteins oder Proteinabschnitts ist. Ein weiteres 
bevorzugtes Verfahren ist die Rekombination mindestens ei- 
ner Komponente A mit mindestens einer Komponente B zu einem 
rekombinanten Fusionsprotein, wobei mindestens eine Kompo- 
nente A ein Rezeptor oder Abschnitt eines Rezeptors, vor- 
10 zugsweise eines TNF-Rezeptors , ist. Hinsichtlich bevorzug- 
ter Ausf uhrungsf ormen eines solchen erf indungsgemafien Ver- 
fahrens gel ten analog die zuvor beschriebenen bevorzugten 
Ausf uhrungsf ormen fur die erf indungsgemaSen. Bi- oder Oligo-~ 
mere . 

15 

Die Bi- oder Oligomere der vorliegenden Erfindung kommen 
zur Herstellung eines Arzneimittels bzw. zur Behandlung von 
Erkrankungen oder Storungen zum medizinischen, d.h.. sowohl 
zum human- als auch zum ve t er inarmedi zini schen Einsatz, in 

20 Betracht . Auch die aus Bi- oder Oligomeren erf indungsgema£ 
gebildeten Aggregate hoherer Ordnung eignen sich zum Ein- 
satz als Arzneimittel bzw. zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels. Ein weites Spektrum von Erkrankungen oder Storungen 
kann mit den erf indungsgemaS beanspruchten Bi- oder Oligo- 

25 meren bzw. mit den Aggregaten hoherer Ordnung behandelt 
werden. In einer keines falls abschlieSenden Aufzahlung' kon- 
nen derartige Bi- oder Oligomere bzw. Aggregate hoherer 
Ordnung zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung 
von hyper inflammatori schen Storungen, Autoimmunerkrankun- 

30 gen, Erkrankungen, die auf hyper- oder hypoapoptoti schen 
Reaktionen beruhen, neurodegenerativen Erkrankungen, aber 
auch zur Behandlung von Inf ektionskrankheiten, Tumorerkran- 
kungen und/oder endokrinologi schen Storungen eingesetzt 
werden. Unter den Inf ekt ions erkrankungen ist die Verabrei- 

35 chung von Bi- oder Oligomeren bei bakteriellen oder proto- 
zoologischen Infektionen, insbesondere aber bei viralen In- 
fektionen, zu nermen, wobei als Komponente A im rekombinan- 
ten Fusionsprotein dann Antikorper oder Paratope tragende 



BNSDOCID <WO 014S666A1J_> 



WO 01/49866 



20 



PCT/EPOO/13032 



Abschnitte von Antikorpern besonders bevorzugt sind. Bi- 
oder Oligomere oder deren Aggregate hoherer Ordnung sind 
dann ganz besonders geeignet , werm die Erkrankung eine Be- 
handlung mit biologisch aktiven .Cytokinen erforderlich 
macht, beispielsweise auch fur die Behandlung bzw. die Her- 
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumoren, 
insbesondere von Tumoren des Lymph systems . 

Weiterhin wird die Verwendung. von erf indungsgemaSen Bi- 
oder Oligomeren als Vakzine bzw. zur Herstellung einer Vak- 
zine zur aktiven oder passiven Immunisierung gegen Infekti- 
onskrankheiten zum Einsatz kommen. Hierbei wird .als Kompo- 
nente A im. rekombinanten Fusionsprotein typischerweise ein 
zur Vakzinierung geeignetes Antigen fur den Fall der akti- 
ven Immunisierung verwendet werden. Hierfur bieten sich 
insbesondere Oberf lachenantigene oder Abschnitte von Ober- 
f lachenantigenen von Bakterien, Viren oder Protozoen, z.B. 
von Plasmodien oder Trypano somen, an. In einer nicht ab- 
schlieSenden Aufzahlung kann eine Vakzine, die Bi- oder 
Oligomere oder Aggregate derselben enthalt, wobei die re- 
kombinanten Fusionsproteine mindestens eine Komponente A, 
also ein oder mehr identische oder verschiedene Antigen (e) 
der Erreger, aufweisen, zur Vakzinierung gegen Rot ein, Ma- 
sern, Polyomyelitis , Tollwut, Tetanus, Diphtherie, BCG, Tu- 
berkulose, Malaria, Gelbfieber, HIV oder Grippeviren, bei- 
spielsweise Rhinoviren, eingesetzt werden. Auch die Kombi- 
nation verschiedener Antigene in einem Bi- oder Oligomer 
oder einem Aggregat hoherer Ordnung aus Bi- oder Oligomeren 
ist erf indungsgemafi moglich, wobei verschiedene Antigene 
aus demselben Erreger in einem Bi- oder Oligomer oder aber 
auch Antigene aus zwei oder mehr Erregern in einem Bi- oder 
Oligomer oder in einem Aggregat hoherer Ordnung kombiniert 
werden konnen. Typischerweise konnen hierfur zwei oder mehr 
Komponenten Al, A2 bis AX in einem Fusionsprotein enthalten 
sein, das dann Bestandteil eines erf indungsgemaSen Bi- oder 
Oligomers oder eines Aggregats hoherer Ordnung ist, oder 
aber zwei oder mehr in bezug auf mindestens eine Komponente 
A verschiedene Fusionsproteine in einem Bi- oder Oligomer 
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Oder Aggregat hoherer Ordnung durch mindestens eine Kompo- 
nente B kombiniert werden. 

Bevorzugt konnen mindestens zwei unterschiedliche erfin- 
5 dungsgemaSe Bi- oder Oligomerarten auch in einer Zusammen- 
setzung zur Verwendung als Arzneimittel oder als Vakzine 
bzw. zu deren Herstellung enthalten sein. 

In einer weiteren erf indungsgemaSen Ausf uhrungsf orm ist die 
io Komponente A in einem erf indungsgemaSen Fusionsprotein ein 
Immunmodulator, bspw. ein Interleukin (IL) , insbesondere 
IL-2. 

Daruber hinaus wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung 

15 auch die Verwendung von erf indungsgemaSen Bi- oder Oligome- 
ren als Immunisierungs- und/oder Vakzinierungsadjuvans of- 
f enbart . Es ist bekannt, daS viele zur Immunisierung verab- 
reichte Antigene beim Probanden eine nur unbef riedigende 
Immunantwort auslosen. Adjuvantien haben die Aufgabe, die 

20 immunogene Wirkung zu erhohen. Derartige Adjuvantien kommen 
als Komponente A in einem erf indungsgemaSen Fusionsprotein 
und damit als Bestandteil eines erf indungsgemaSen Bi- oder 
Oligomers in Betracht . Bspw. kann die Komponente A eine 
Aminosauresequenz aus dem CD4 0 -Liganden (CD4 0L) oder die 

25 Sequenz oder einen Sequenzabschnitt eines Inter! eukins , 
bspw. eines der Interleukine 1 bis 12, enthalten. Die phy- 
siologische Aufgabe von CD40L ist es, den Ubergang einer 
ruhenden B-Zelle in den Zellzyklus zu steuern. In einem er- 
findung sgemaSen bi- oder oligomerisierten Komplex konnen 

30 auch Interleukine, bspw. IL-4, IL-5, IL-6, und/oder. CD40L 
kombiniert sein (verschiedene rekombinante Fusionsproteine 
in einem Bi- oder Oligomer) oder sie konnen als Komponenten 
einer Zusammensetzung auftreten (mindestens zwei verschie- 
dene Bi- oder Oligomerarten, die jeweils~aus identischen 

35 oder unterschiedlichen Fusionsproteinen aufgebaut sein kon- 
nen) , die typischerweise neben dem (den) Immunogen (en) min- 
destens eine, vorzugsweise zwei oder mehr erf indungsgemaSe 
Bi- oder Oligomerarten, enthalt . 
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Die Bi- oder Oligomere oder auch Aggregate hoherer Ordnung 
siner solchen Zusammensetzung konnen aus in bezug auf die 
Komponente (n) A identischen oder unterschiedlichen Fusions- 
proteinen aufgebaut sein. Hierbei kommt als Komponente A 
jede physiologische Sequenz mit co-stimulierenden und/oder 
das Immunsystem (zellulare oder humorale Immunantwort) ak- 
tivierenden Eigenschaf ten in Betracht . Dabei kann es sich 
urn physiologische Verbindungen oder synthetische Verbindun- 
gen handeln. Damit werden also auch Zusatnmensetzungen of- 
fenbart, die eine oder mehr erf indungsgemaSe Bi- oder Oli- 
gomerart (en) neben einem oder. mehr Immunogen(en). enthalten, 
wobei eine erf indungsgemafie Bi- oder Oligomerart vorzugs- 
weise so ausgestaltet sein kann, daS in einem- derartigen 
bi- oder oligomerisierten Komplex mehr als ein Immunmodula- 
tor/-adjuvans enthalten ist, also ein Heterobi- oder - 
oligomer vorliegt. Ggf . kann ein erf indungsgemaEes Hetero- 
bi- oder -oligomer auch sowohl ein oder mehr Fusionsprotei- 
ne mit einem Immunogen als Komponente A als auch mindestens 
ein Fusionsprotein mit einer Adjuvans -Komponente als Kompo- 
nente A, bspw. CD4 0L, vereinen. Auch zwei oder mehr ver- 
schiedene Fusionsproteine mit jeweils unterschiedlichen Ad- 
juvans- oder Immunmodul at or- Komponent en in einem erf in J 
dungsgemaSen Heterooligomer sind denkbar. Damit ist auch 
die Verwendung derartiger Homo- oder Heteroologimere oder 
von Zusammensetzungen, die mindestens eine erf indungsgema- - 
Be Hetero- oder Homooligomerart enthalt, als Arzneimittel 
oder als Vakzine in der Human- oder Veterinarmedizin offen- 
bart . 



Die Bi- oder Oligomere werden im Rahmen- der vorliegenden 
Erfindung bevorzugt so zur Herstellung eines Arzneimittels 
bzw. zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen oder Sto- 
rungen verwendet, dafi sie zur parenteralen, d.h. beispiels- 
35 weise subkutanen, intramuskularen oder intravenosen, oder 
oralen oder intranasalen Verabreichung geeignet sind. Die 
Verabreichung von Bi- oder Oligomeren oder Aggregaten der- 
selben als Vakzine bzw. als Basis fur die Herstellung einer 
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Vakzine wird gleichfalls bevorzugt in einer parenteralen 
oder oralen Verabreichungsf orm, ggf . aber auch intranasalen 
Ve rabrei chungs f orm, erfolgen. 

s Die erf indungsgemaSen Bi- oder Oligomere bzw. die Aggregate 
hoherer Ordnung konnen allein als Arzneimittel dienen bzw. 
zur Herstellung eines Arzneimittels herangezogen werden. 
Sie konnen aber auch in Kombination mit anderen aktiven 
Wirkstof f komponenten als Arzneimittel zum Einsatz kommen. 

10 Die erf indungsgemafien Bi- oder Oligomere bzw. die Aggregate 
hoherer Ordnung konnen aber auch in Kombination mit pharma- 
zeutisch akzeptablen Trager- , Hilfs- und/oder Zusatzstof f en 
kombiniert werden. Entsprechende Herstellungswege sind. bei 
"Remington's pharmaceutical Sciences" ..(Mack Pub. Co., 

15 Easton, PA, 1980) offenbart, das Bestandteil der Offenba- 
rung der vorliegenden Erfindung ist. Fur die parenterale 
Verabreichung kommen als Tragerstof f e bspw. steriles Was- 
ser, sterile Kochsalzlosungen, Polyalkylenglykole , hydroge- 
nierte Naphthalen und insbesondere biokompatible Lactidpo- 

2 0 lymere/ Lact id/ Glycol idcopolymer oder Polyoxyethylen-" 
/Polyoxypropylencopolymere in Betracht . 

Erf indungsgemafie Bi- oder Oligomere oder entsprechende Ag- 
gregate hoherer Ordnung finden bevorzugt auch Verwendung im 

25 Bereich der In-vitro-Diagnose oder aber beispielsweise fur 
biochemische Reinigungsverf ahren. Zu denken ist an den Ein- 
satz- von Bi- oder Oligomeren bzw. Aggregaten hoherer Ord- 
nung derselben auf Reinigungssaulen, die mit derartigen 
Komplexen bepackt sein konnen. Damit wird im Rahmen der 

30 vorliegenden Erfindung die Verwendung von derartigen Kom- 
plexen auch zu Nachweiszwecken offenbart. 

Weiterhin werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Ver- 
f ahren offenbart, urn spezifisch assozierte Proteine herzu- 
35 stellen, die auf Grund ihrer Wechselwirkungen an der Pro- 
teinoberf lache interagieren und daher als solche in Losung 
di- oder multimerisiert vorliegen. Insbesondere bei TNF- 
Cytokinen oder vorzugsweise loslichen Abschnitten derarti- 
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ger Cytokine, die in Losung trimerisieren, ist es er- 
wiinscht, diese in einer bestimmten Stochiometrie in einer 
re men Fraktion zur Verfugung zu stellen. Im Falle einer 
einfachen Koexpression von verschiedenen, untereinander as- 
soziationsfahigen Proteinen, z.B. von drei verschiedenen 
TKTF-Cytokinen oder verschiedenen Abschnitten von derartigen 
TNF-Cytokinen, finden sich namlich alle statistisch mogli- 
chen Verteilungen der koexprimierten Proteine in den nach 
der Expression assoziierenden Trimeren, also bspw. die ge- 
wunschten Trimere aus den Proteinen PI, P2 und P3 , aber 
auch Trimere aus zwei Proteinen Pi und einem Protein P3 
etc . 

Erf indungsgemaSe Oligomere konnen nunmehr verf ahrensgemafi 
eingesetzt werden, urn bestimmte gewunschte Heteromultimere 
zu erhalten, bspw. Heterotrimere von TNF-Cytokinen oder Ab- 
schnitten derartiger TNF-Cytokine . Hierzu werden verschie- 
dene Fusionsproteine konstruiert und vorzugsweise in einer 
Wirtszelle exprimiert . Die hier exprimierten Fusionsprotei- 
ne weisen als Komponente. B Sequenzabschnitte von solchen 
Proteinen auf, die Homool igomere von Heteromultimeren bil- 
den, also bspw. ein .Trimer aus drei verschiedenen Ketten 
bilden, wobei identische Trimere bi- oder oligomerisieren. 
Vorzugsweise entsprechen diese Komponenten B in den Fusi- 
onsproteinen Sequenzabschnitten von Proteinen aus der Kom- 
plement- oder Collectinf amilie , bspw. Clq,' das Homohexamere 
von Heterotrimer'en bildet. In einem Fusionsprotein ist da- 
her als Komponente B einen Sequenzabschnitt , den das native 
Protein zur Multimerisierung einer Kette im Heteromultimer 
vorsieht, mit einer Komponente A, bspw. einem TNF-Cytokin, 
kombiniert, wahrend weitere Fusionsproteine (die im He- 
terotrimer auftreten sollen) jeweils Kombinationen einer 
anderen Komponente A, also bspw. eines anderen TNF-Cytokins 
oder eines Abschnitts hiervon, mit einem jeweils anderen im 
nativen Protein, bspw. Clq-Protein, vorhandenen Sequenzab- 
schnitt zur Heteromultimerisierung auf we is en. 
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Vorzugsweise in einer Wirtszelle werden nunmehr die ver- 
schiedenen Fusionsproteine, die das He teromul timer bilden 
konnen, exprimiert. Die Heteromultimere lagern sich dann zu 
Homooligomeren zusammen, da die Komponente B nur identi- 
5 sche Heteromultimere oligomerisieren kann. Erf indungsgemaS 
konnen bspw. drei verschiedene Fusionsproteine mit jeweils 
unterschiedlichen Komponenten A, also vorzugsweise unter- 
schiedlichen TNF-Cytokinen, die jeweils entweder mit der 

multi-. und oligomerisierenden a-, p- oder y-Kette von Clq 
10 kombiniert werden, exprimiert werden. In den assoziierenden 
Oligomeren finden sich dann ausschliefilich Heteromultimere, 
die alle drei TNF-Cytokine aufweisen. Heteromultimere mit 
anderer Stochiometrie treten dagegen nicht auf . Allein 
durch die Wahl der Fusionsproteine laEt sich damit erfin- 
15 dungsgemaS ein in seiner Stochiometrie spezifisches und 
nicht einer statistischen Verteilung unterliegendes Produkt. 
erhalten. 

Bevorzugt ist daruber hinaus der Einsatz solcher Fusions - 
20 proteine bzw. Verfahren zur Gewinnung von He teromul timer en 
vorgegebener Stochiometrie, die einen Linker zwischen der 
Komponente A und der Komponente B aufweisen. Ganz besonders 
bevozugt sind die Linker dann, wenn sie mindestens eine 
prbteolytische Schnittstelle enthalten, die es erlaubt, die 
25 Komponenten A aus dem Homooligomerkomplex (von Heteromulti- 
meren) von den Komponenten B abzutrennen. Damit wird 
schlieSlich eine Fraktion erhalten, die ausschliefilich aus 
dem gewunschten Heteromul timer , bspw. einem Heterotrimer 
aus drei verschiedenen TNF-Cytokinen, besteht . Bei der pro- 
30 teolytischen Schnittstelle im Linker hande It es sich vor- 
zugsweise um eine Thrombin- Konsensussequenz . 

Als weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung werden 
vorliegend Fusionsproteine beschrieben, die zur Bi- bzw. 
35 Oligomerisierung von Di- oder Multimeren geeignet sind/ so- 
fern das rekombinante Fusionsprotein mindestens eine Kompo- 
nente A und mindestens eine Komponente B enthalt, wobei die 
Komponente A ein Protein oder einen Proteinabschnitt mit 
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biologischer Funktion, insbesondere mit Ligandenf unktion 
fur Antikorper oder Rezeptoren oder aber einen Antikorper 
oder Abschnitt eines Antikorpers enthalt, und die Komponen- 
te B einen di- oder multimerisierenden und bi- oder oligo- 
s merisierenden Abschnitt oder ein f unktionelles Derivat ei- 
nes solchen Abschnitts eines Proteins, ausgewahlt aus der 
Gruppe, bestehend aus der Familie- der Clq-Proteine oder der 
Collectine, enthalt. Ganz besonders bevorzugt sind -derarti- 
ge Fusionsproteine dann, wenn die Komponente B des rekombi- 

10 nanten Fusionsproteins einen multi- und/oder oligomerisie- 
renden Abschnitt des Proteins Clq, MBP, SP-A, SP-D, BC, 
CL43 und ACRP30 enthalt. Auch ein f unktionelles Derivat ei- 
nes solchen Abschnitts der vorgenannten Proteine kann im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung zum Einsatz kommen. Ein 

15 Fusionsprotein wird in diesem Fall neben einer mit biologi- 
scher Aktivitat ausgestatteten Komponente A typischerweise 
eine Komponente B enthalten, die ausschlieSlich den fur die 
Aggregation verantwort lichen Abschnitt der vorgenannten 
Proteine aufweist, vorzugsweise nicht aber die globulare 

20 "Kopf "-Domane derselben. 

Als Komponente B eines erf indungsgemafeen Fusionsproteins 
kommt vorzugsweise auch eine Sequenz in Betracht , die die 
Aminosauresequenz der oligomerisierenden Kollagendomane des 

!5 Liganden EDA, insbesondere die Variante eines Saugetiers, 
ganz besonders die humane Variante, oder eines oligomeri- 
sierenden Fragments oder f unktionellen Derivats einer sol- 
chen Domane enthalt. Ganz besonders bevorzugt wird als Kom- 
ponente B ein Sequenzabschnitt , der die Aminosauren 160 bis 

o 242 des humanen Proteins EDA oder eines -f unktionellen Deri- 
vats, bspw. eines Fragments, enthalt, zum Einsatz kommen. 
Vorzugsweise wird es sich urn ein Hexamer handeln. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind 
5 DNA-Sequenzen, die fur Fusionsproteine der vorgenannten Art 
kodieren. Derartige DNA-Sequenzen werden in Express ions vek- 
toren exprimiert, wobei auch die entsprechenden Expressi- 
onsvektoren, die eine DNA-Sequenz fur die erf indungsgemafien 
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Fusionsproteine enthalten, Gegenstand der Erfindung sind. 
Weiterhin gehoren zur vorliegenden Erfindung solche Wirts- 
zellen, die mit DNA-Sequenzen, die fur die erf indungsgema- 
Een Fusionsproteine kodieren, transfiziert sind. Ganz be- 
5 sonders bevorzugt sind in diesem Zusammerihang Wirtszellen, 
die mit Expressionsvektoren transfiziert sind, wobei die 
Expressionsvektoren wiederum DNA-Sequenzen enthalten, die 
fur die' erf indungsgemafien Fusionsproteine kodieren. 

10 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Re- 
zeptoren, insbesondere Rezeptoren, die Signalmolekul- 
Liganden aus der TNF-Cytokinf amilie binden, die di- oder 
multimerisiert vorliegen. So etwa kann ein derartiger Re- 
zeptor, ein Derivat desselben oder ein Abschnitt eines Re- 

15 zeptors oder Derivat s, insbesondere ein Abschnitt, der den 
extrazellularen Bereich des Rezeptors umfaSt, wobei wieder- 
um die Bindungsdomane (n) bevorzugt sind, als Komponente A 
eines Fusionsproteins, das Betandteil eines Di- oder Multi- 
mers ist, vorliegen. Die Dimerisierung kann durch Rekombi- 

20 nation mit Abschnitten von Immunglobulinen, insbesondere 
Fc- Fragment en, erreicht werden, wahrend die Mul timer i si e- 
rung, z.B. nach Rekombination mit den entsprechenden Multi- 
merisierungsdomanen von Proteinen, erreicht werden kann. 
Hierzu sind bspw. alle Sequenzabschnitte von Proteinen ge- 

25 eignet, die durch Ausbildung von Supersekundarstrukturen 
Di- oder Multimere generieren, z.B. "Coiled-Coil-Helices" 
oder typische Kollagen-artige Tripelhelices (z.B. CMP, 
COMP, Kollagen, Laminin) . Auch Abschnitte von Proteinen aus 
der Clq-Familie oder von Collectinen sind typischerweise 

30 fur eine Di- oder Multmerisierung von Rezeptoren oder Re- 
zeptorabschnitten geeignet. So etwa kann bspw. der extra- 
zellulare Abschnitt eines Mitglieds aus der TNF- 
Rezeptorf amilie, bspw. der Fas-Rezeptorr (FasR) , als Kompo- 
nente A in Form eines Pentamers durch Rekombination mit den 

35 entsprechenden Pentamerisierungsdomanen von COMP als Kompo- 
nente B exprimiert werden. Dabei kann es sieh urn Homo- oder 
Heterodi- oder -multimere von Fusionsproteinen, die einen 
Rezeptor oder Rezeptorabschnitt aufweisen, handeln. 
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Diese Di- oder Multimere eines rekombinaten Proteins mit 
einer einen Rezeptor oder Rezeptorabschnitt enthaltenden 
Komponente A kommen auch als Arzneimittel oder zur Herstel- 
5 lung eines Arzneimittels in Betracht . Ihre Verwendung ist 
insbesondere dann gegeben, wenn erhohte extrazellulare Kon- 
zentrationen der entsprechenden Rezeptor-Liganden bei einem 
Krankheitsbild auftreten. Hierbei. kann es sich auch urn er- 
hohte Konzentrationen von membranstandigen Signalmolekulen, 

10 bspw. TNF-Cytokinen, auf den Zellen selbst oder von losli- 
chen Signalmolekulen handeln. Die Verwendung derartiger 
Multimere ist aber grundsatzlich auch immer dann gewunscht , 
wenn die Aktivierung einer Signaltransduktionskette, die an 
dem entsprechenden typischerweise membranstandigen Rezeptor 

15 ausgelost wird, durch den Einsatz von die Signalmolekiile 
wegbindenden, exogenen loslichen erf indungsgemaSen Di- oder 
Multimeren, bestehend aus Fusionsprot einen, die als Kompo- 
nente A einen Rezeptor oder Rezeptorabschnitt . enthalten, 
verhindert oder herabgesetzt werden soil. 

20 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden Fi- 
guren naher erlautert : 

In Figur 1 ist im Ein-Buchstaben-Code die Aminosauresequenz 
eines in einem erf indungsgemafien Oligomer (FasL-Hexamer) , 
also im Bimer eines Trimers, auftretenden rekombinanten er- 
f indungsgemaSen Fusionsproteins (2) dargestellt. Als Kompo- 
nente A wird ein Sequenzabschnitt des hFasL (AS 103 bzw. 
139 bis 281) bezeichnet, wahrend als Komponente B der spe- 
zifische (im Ergebnis bimerisierende) Linker mit der Se- 
quenz VDLEGSTSNGRQCAGIRL auf tritt . Weiterhin findet sich in 
Figur l die Aminosauresequenz des rekombinanten Fusionspro- 
teins (1) , das entsprechend dem Stand der Technik nur als 
Bestandteil eines FasL-Trimers auf tritt, also keine das 
vorliegende Multimer, hier Trimer, bi- oder oligomerisie- 
rende Komponente B aufweist . Die rekombinierten Abschnitte 
der beiden Fusionsproteine (1) urid (2) sind in der Figur 1 
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oberhalb der Sequenzangaben in bezug auf ihre jeweilige 
Funktionalitat gekennzeichnet . 

Figur 2 umfa£t in Figur 2A das Ergebnis einer Gelelektro- 
5 phorese (SDS-PAGE) von erf indungsgemafien Fusionsproteinen 
(2) , also mit der spezifischen Linker- Sequenz (Komponente 
B) , unter reduzierenden (r) und nicht -reduzierenden Bedin- 
gungen (nr) . Unter" nicht -reduzierenden Bedingungen in L6- 
sung eluiert erf indungsgemafi das Oligomer als nativer Kom- 

10 plex aus sechs erf indungsgemaSen Polypeptiden 

(Fusionsproteinen (2) ) , da es erf indungsgemaS zur Ausbil- 
dung einer Disulf idbrucke zwischen den Komponenten B von 
zwei erf indungsgemafien Fusionsproteinen (2), .die jeweils 
Bestandteil verschiedener Trimere sind, kommt . Im Ergebnis 

15 liegt daher ein erf indungsgemafies Oligomer als PasL-Hexamer 
mit einem Molekulargewicht vor, das ca. dem 6-fachen Mole- 
kulargewicht des erf indungsgemafien Fusionsproteins (2) in 
monomerischer Form entspricht . Wenn denaturierende Bedin- 
gungen gegeben sind (z.B. auf SDS-PAGE) wandern die erfin- 

2 0 dungsgemaSen Fusionsproteine in Abwesenheit yon Reduktions- 
mitteln als Dimere , bedingt durch die die Ausbildung einer' 
Disulf idbrucke zwischen zwei Monomeren. Unter reduzierenden 
und denaturierenden Bedingungen wandern dagegen Monomere 
des erf indungsgemaSen Fusionsproteins (2) im SDS-Gel . Sche- 

25 matisch ist ein erf indungsgemaSes Oligomer, hier ein Bimer 
■ eines Trimers, . eines erf indungsgemafien Fusionsproteins, 
bspw. eines Fusionsproteins (2) , wie in Figur (1) gezeigt, 
in Figur 2B dargestellt. 

30 In Figur 3 ist das Ergebnis der zytotoxischen Assays in Ab- 
hangigkeit von der Konzentrationen von FasL-Trimeren 
(Trimer aus drei Fusionsproteinen nach dem Stand der Tech- 
nik # bspw. Fusionsprotein (1) gemaS Fig. 1, die keine Kom- 
ponente B aufweisen) oder des in Figur 2B schematisch abge- 

35 bildeten erf indungsgemaSen FasL-Bimers (Hexamer als Bimer 
von Trimeren) in Gegenwart (■r'*') oder Abwesenheit (□, A) 
von Ant i- Flag- Ant ikorper M2 fur A2 0- bzw. Jurkat-Zellen 
dargestellt. Die optische Dichte bei 490 nm ist ein Mais fur 
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die Lebensfahigkeit der Zellen (hohe optische Dichte ent- 
spricht einer geringen apoptotischer Wirkung der zugegebe- 
nen Substanzen und damit einer hohen Lebensf ahigkeit der 
Zellen) . Auf A20-Zellen (Figur 3A und 3B) und auf Jurkat- 
Zellen (Figur 3C und 3D) ist die apoptotische Wirkung von 
erfindungsgemaSen FasL-Bimeren von Trimeren (Hexameren) 
(Figur 3B und 3D, jewel Is A) gegeniiber der Wirkung der 
FasL-Trimere von Fusionsproteinen ohne eine bi- oder oligo- 
merisierende Komponente B (Stand der Technik, Figur 3A und 
3C, jeweils □) 3- bis 10-fach erhoht . Bei zusatzlicher Zu- 
gabe von Ant i -Flag- Ant ikorpern, die gegen die Flag-Sequenz 
der Fusionsproteine (1) und (2) gemaiS Fig. 1 gerichtet sind 
und durch Verne tzung bspw. auch den Oligomerisierungsgrad 
der erfindungsgemaSen Fusionsproteine weiter erhohen, wird 
15 die apoptotische Aktivitat in alien Ansatzen (Figuren 3A 
bis 3D, jeweils ■ oder ^ ) gesteigert . 

In Figur 4 ist die Aminosaureseguenz eines erf indungsgema- 
Sen Fusionsproteins (3) unter Berucksichtigung der (C-»S) - 
Substitution im spezifischen Linkerbereich (Komponente B 
von Fusionsprotein (3)) dargestellt ("Super-FasL"). Im ub- 
rigen wird auf die Beschreibung zu Fig. l verwiesen. Durch 
Gelf iltrationsexperimente wurde gezeigt, dafi "Super-FasL" 
in Losung in einer erf indungsgemafi bimerisierten Form als 
Hexamer. vorliegt.. Unter denaturierenden ; Bedingungen auf 
SDS-PAGE wandern erf indungsgemaSe Fusionsproteine (3), auch 
in Abwesenheit von Reduktionsmitteln, als Monomere, da sich 
im Linker-Bereich auf Grund der Aminosauresubstitution C-»S 
keine Disulf idbrucke bilden kann. 



20 



25 



30 



35 



Figur 5 zeigt analog zu Figur 3 die Lebensf ahigkeit von 
A20- (Figur 5B) oder Jurkat - Zellen (Figur 5D) nach Zugabe 
von erfindungsgemafien Aggregaten des erf ihdungsgemaSen Fu- 
sionsproteins (3) gemaS Fig. 4 ("Super-FasL") in Gegenwart 
(•) oder Abwesenheit (o) von Anti-Flag-Antikorper M2 . Die 
erfindungsgemafien Fusionsproteine (3) rufen eine gegeniiber 
den zum Vergleich eingesetzten FasL-Trimeren nach dem Stand 
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der Technik ohne bi- oder oligomerisierende Komponente B 
(Figur 3A (A20-2ellen) und Figur 3C (Jurkat- Zellen) ) eine 
ungefahr mindestens 10 00-fach verstarkte apoptotische Wir- 

kung hervor. Die Zugabe von Ant i- Flag -Ant ikorpern M2 (•) 
5 vermag durch weitergehende Oligomerisierung von " Super - 
FasL" zu erf indungsgemafien Aggregaten hoherer Ordnung so- 
wohl auf A2 0- als auch auf Jurkat -Zellen die apoptotische 
Aktivitat gegenuber dem Ansatz ohne Ant i -Flag -Ant ikorper 
geringfugig, ca. 2-fach, vorzugsweise mindestens 1,5-fach, 

10 zu steigern (Figuren 5B und 5D) . Daraus ergibt sich, daS 
der durch den als Komponente B verwendeten spezifischen 
Linker eines erf indungsgemafien Fusionsproteins (3) bewirkte 
Oligomer is ierungsgrad (hier als Bimer von Trimeren) fur die 
Apoptoseausldsung, ggf. durch Oligomerisierung auf der 

15 Zelloberf lache , bereits nahezu optimal ist und durch erfin- 
dungsgemaSe Aggregate hoherer Ordnung noch geringfugig ge- 
steigert werden kann. 

In Figur 6A ist die Aminosauresequenz eines erf indungsgema- 
20 Sen Fusionsproteins (4), FasL-ACRP30, gezeigt, wobei das 
Fusionsprotein (4) (in der Abfolge vom N- zum C-Terminus) 
eine Flag-Sequenz, eine Linkersequenz als Komponente B, die 
Aminosauren 18 bis 111 vom Protein mACRP3 0 (m: murin) , den 
Linker LQ und dann die Aminosauren 13 9 bis 281 von hFasL 
25 als Komponente A auf we ist . 

In Figur 6B ist ein weiteres Fusionsprotein dargestellt. Es 
umfafit die Kollagen-Domane des humanen ACRP3 0-Liganden 
(hACRP30, mit den Aminosauren 18 bis 111) , wobei dessen N- 

30 Terminus an eine Flag-Markierung (DYKDDDDK) und dessen C- 
Terminus an die extra zellulare Domane von humanem FasL (AS 
139 bis 281) fusioniert ist. Zwischen dem C-Terminus von 
hACRP3 0 und hFasL ist eine Linker- Sequenz (MHVD) ebenso 
eingefiigt wie zwischen der Flag-Markierung und dem N- 

35 Terminus von hACRP30 (GPGQVQLQ) . Alle vorstehenden Angaben 
beziehen sich auf den sog . Ein-Buchstaben-Code der Ami- 
nosauren . 
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Figur 6C stellt Kurvenverlauf e dar, die sich aus der Titra- 
tion von Jurkat-T-Zellen ir.it einerseits FasL una anderer- 
seits dem Fusionsprotein hACRP30/FasL unter Zugabe von An- 
5 ti -Flag- Ant ikorper M2 ( + ) und ohne Zugabe von Anti-Flag- 
Ant ikorper M2 (-) ergeben. Hierzu wurden Uberstande 
(OPTIMEM) von transient mit FasL oder hACRP3 0/FasL transfi- 
zierten und diese Proteine exprimierenden 293-Zellen zu 
Jurkat-T-Zellen gegeben. In auf einanderf olgenden Experimen- 

10 ten wurde hierzu die auf der x-Achse von Fig. 6C darge- 
stellten, abnehmenden Konzentrationen eingesetzt und die 
jeweilige Uberlebensrate der Jurkat-Zellen mit dem an ande- 
rer Stel-le beschriebenen Standard- Zytotoxi zitats test be- 
st immt . Aus der Auftragung wird deutlich, da£ FasL ohne 

is kreuzvernetzenden M2 -Ant ikorper inaktiv ist (♦) und erst 
die kreuzvernetzende Wirkung des Antikorpers M2 zyto- 
toxische Effekte hervorruf t . Demgegenuber wird die entspre- 
chende Wirkung von einem erf indungsgema£en Fusionsprotein, 
namlich hACRP3 0/FasL, bereits ohne Zugabe von M2 -Antikdrper 

20 gezeigt Die Zugabe von M2-Antik6rpern kann die Wir- 

kung des erf indungsgemafien Fusionsproteins kaum steigern. 

Figur 7 zeigt analog zu Figur 3 die Lebensf ahigkeit von 
BJAB-Zellen nach Zugabe von nicht" bi- oder .oligomerisie- 

25 rungsfahigen FasL-Trimeren (Vergleichsversuch, auf der Ba- 
sis des Fusionsproteins (1) gemaS Figur 1; Figur 7A) und 
von erf indungsgemaSen Oligomeren, hier als Tetramer von 
Trimeren, also Dodekameren, des erf indungsgemafien Fusions- 
proteins (4) gemafi Fig. 6A in Gegenwart ( ^ ) oder Abwesen- 

30 heit (A) von Ant i- Flag -Ant ikorper M2 . Wahrend die nicht- 
erf indungsgemaSen FasL-Trimere in Abwesenheit von durch 
Bindung an die Flag-Sequenz oligomerisierenden Antikorpern 
keine apoptotische Wirkung auf BJAB-Zellen entfalten (Figur 
7A, (A) ) , induziert ein erf indungsgemaSes Dodekamer 

35 (Tetramer von Trimeren)) von Fusionsprotein (4) bereits bei 
einer Konzentration von ca. 10 ng/ml (K 50 = 8 ng/ml) den 
Zelltod (Figur 7B) . Dies manif estiert sich deutlich durch 
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eine Verringerung der OD bei 490 nm. Diese apoptotische Ak- 
tivitat kann durch Zugabe von Ant i- Flag -Ant ikorpern M2 zu 
einem Ansatz von erf indungsgemafeen Dodekameren, bestehend 
aus erf indungsgemaSen FasL-ACRP3 0-Fusionsproteinen, gering- 
5 fugig erhoht werden, d.h. ein erf indungsgemaSes Dodekamer 
stellt einen in Hinblick auf die apoptotische Aktivitat be- 
reits annahernd optimalen Aggregationszustand dar. Die 
durch entsprechende Antikorper ausgeldste weitere Aggrega- 
tion zu erf indungsgemafien Aggregaten hoherer Ordnung vermag 
10 dagegen keine weiteren signif ikanten biologischen Effekte 
hervor zuruf en . 

Die Aminosauresequenz . eines erf indungsgemaSen Fusionspro- 
teins (5) , das die Aminosauren 95 bis 281 des hTRAIL als 
15 Komponente A in Kombinatipn mit der Oligomer is ierungsdomane 
von ACRP30 (AS 18-111) als Komponente B enthalt, ist in 
Figur 8 gezeigt (TRAIL-ACRP3 0 ) . Erf indungsgemaS liegt daher 
das Fusionsprotein (5) in Losung als Oligomer, namlich als 
Tetramer von Trimeren, vor. 

20 

Figur 9 gibt die Lebensf ahigkeit von Jurkat- Zellen nach Zu- 
gabe von TRAIL -Trimeren (Fusionsprotein mit einer Flag- 
Sequenz am N-Terminus und den Aminosauren 95 bis 2 81 von 
humanem TRAIL) nach dem Stand der Technik ohne Bi- oder 
25 01 igomerisierungsf ahigkeit (Vergleichsversuch, Figur 9A) 
und von erf indungsgemaEen Dodekameren des erf indungsgemafien 

Fusionsproteins (5), TRAIL-ACRP3 0 , in Gegenwart ( A ) oder 
Abwesenheit (A) von Ant i- Flag -Antikorper M2 wieder. Die 
experimentellen Beobachtungen in Figur 9 entsprechen den in 

30 Figur 7 abgebiideten Ergebnissen. Wahrend die TRAIL-Trimere 
in Abwesenheit von durch Bindung an die Flag-Sequenz oligo- 
merisierenden Ant ikorpern keine apoptotische Wirkung auf 
die Jurkat-Zellen entfalten (Figur 9A, (A)), induziert das 
erfindungsgema.Se Dodekamer von Fusionsprotein (5) auch in 

35 diesem Experiment bereits bei einer Konzentration von ca. 
100 ng/ml («K 50 ') den Zelltod (Figur 9B, (A)). Die kombi- 
nierte Zugabe von TRAIL -Dodekameren und Anti-Flag- 
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Antikorpern kann daruber hinaus aus den erf indungsgemafien 
Oligomeren durch weitere Erhohung des Oligomerisierungs- 

— ^^--jvu^fc; nayxeyauc n^iici. ei uranung aerseiDen 

bilden, die in diesem Fall eine weiter (mindestens 10-fach) 
s gesteigerte Apoptose induzierende Aktivitat haben (Figur 
SB, (-)). 

Die Aminosauresequenz eines erf indungsgemafien Fusionspro- 
teins (6), das die Aminosauren 77 bis 235 des mTNFa (m: mu- 

10 rin) als Komponente A in Kombination mit der Oligomerisie- 
rungsdomane von mACRP3 0 (AS 18-111) als Komponente B ent- 
halt und eine Flag-Sequenz mit Linker am N-Terminus auf- 
weist, ist in Figur 10 gezeigt (TNFot-ACRP30) . Damit liegt 
das Fusionsprotein (6) in Losung als Dodekamer, namlich als 

15 Oligomer (Tetramer) von Multimeren (Trimeren) , vor. 

In Figur 11 wird das Ergebnis eines Zellprolif erationsexpe- 
riments dargestellt. Hierbei wurde als Mafi fur die Zellpro- 
liferation von CT6-Zellen die Inkorporation von 3 [H]- 
20 Thymidin in die CT6-Zellen von Mausen als Funktion der Kon- 
zentration von Trimeren eines Fusionsproteins nach dem 
Stand der Technik (Flag- und Linker- Sequenz am N-Terminus 
mit nachfolgenden Aminosauren 77 bis 235 aus murinem TNFa) 
ohne eine Komponente B, also des mTNFct-Trimers (Figur 11A) , 
25 oder von erf indungsgemafien Dodekameren (4x3) des erf in- 
dungsgemafien Fusionsproteins (6) gemafi Fig. 10, des mTNFot- 
ACRP30 (Figur 11B) , bestimmt. Die 3 [H] - Thymidin - 
Inkorporation wird in "cpm" ("counts per minute") darge- 
stellt. Die Versuche wurden in Gegenwart ( ^ ) oder in Abwe- 
30 senheit (A) von Ant i- Flag -Antikorpern M2 vorgenommen. Dabei 
hat das aus dem Stand der Technik bekannte Trimer von mTNFa 
nach Bindung an den TNF-Rezeptor 2 (TNF-R2 ) nur eineh ge- 
ringen prolif erativen Effekt auf die CT6-Zellen (Figur 11A, 
A). Erst nach Zugabe von Anti -Flag -Antikorpern ( ^ ) durch 
35 deren vernetzende und damit oligomerisierende Wirkung kann 



BNSDOCID: <WO 0149B66A1J_> 



WO 01/49866 



PCTAEP00/13032 



35 

ein deutlich erhdhter prolif erativer Effekt beobachtet wer- 
den. 

Demgegenuber zeigen erf indungsgemafie Oligomere der Trimere, 
5 hier das Dodekamer des erf indungsgemafien Fusionsproteins 
(6), in Figur 11B eine. starke proliferative Wirkung, die 
bereits bei 5 ng/ml beobachtet werden kann (A) . Die Kombi- 
nation von vernetzendem Ant i- Flag -Ant ikorper und erfin- 

dungsgemafien Dodekameren (***) als Referenz kann demgegen- 
10 uber nur noch eine geringfugige Erhohung der prolif erativen 
Wirkung im Vergleich zum Ergebnis bei alleiniger Zugabe des 
erf indungsgemaSen Dodekamers besorgen. Daraus ist zu erken- 
nen, da£ ein erf indungsgemaSes . Oligomer, hier in Gestalt 
eines Dodekamers, bereits eine nahezu optimale Prolif erati- 
15 onswirkung hervorruf t . 

Die Ami no saure sequenz eines erf indungsgemaSen Fusionspro- 
teins (7) , das die Aminosauren 116 bis 2 61 des hCD4 0L (h: 
human) als Komponente A in Kombination mit der Oligomeri- 
20 sierungsdomane von ACRP3 0 (AS 18-111) als Komponente B ent- 
halt, ist in Figur 12 dargestellt (CD4 0L-ACRP3 0) . 

In Figur 13 wird - genauso wie in Figur 11 - das Ergebnis 
eines Zellprolif erationsexperiments dargestellt. Hierbei 

25 wurden allerdings - im Unterschied zu Fig. 11 - humane PBL 
(periphere Blutlymphozyten) yerwende.t . Dargestellt . ist die 
Wirkung von herkommlichen CD4 0L, das in Losung in Form ei- 
nes Trimers (Flag- und Linker- Sequenz, wie in Figur 12, mit 
nachfolgender Sequenz von AS 16 bis 2 61 von hCD4 0L ohne ei- 

30 ne oligomerisierende Komponente B; Figur 13A) vorliegt, auf 
die Proliferation der Zellen im Vergleich zur Wirkung von 
erf indungsgemaSen Dodekameren von erf indungsgemaSen Fusi- 
onsproteinen (7) gemaS Figur 12, CD4 0L-ACRP3 0 (Figur 13B) . 
Die in Abwesenheit (A) von Ant i- Flag- Ant ikorpern M2 vorge- 

35 nommenen Versuche zeigen, daS das CD40L-Trimer nahezu keine 
proliferative Wirkung hat, wahrend in Figur 13B bereits bei 
weitaus geringeren Konzentrationen an hCD4 0L eine entspre- 
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chande p rolifejrationswirkung nachweisbar 1st. Auf der x 
Achse fmdet sich bei Pig i 3R ^ „ x 
— otsoiuce Konzentrationen, aufgetraaen "•' 

seKannt ist, zugegeben wurde Di<* KWnH-i «- • 

, e * Uie combination von vernefc- 

2Sndem tat -^-Ant iM rp« und So.e^eren von erfin^. 

gemaSem Fusionsprotein (7) f^) alc D , 

Dn . v ; * ; als Referenz kann durch 

I 9 von h6 herer 0rdnung eine weitere ^ 

schxebung exner entsprechenden Proli f erationswirkung L 
nxedrxgeren Konzentrationen erzeugen. 
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in Fxgur 14C wxrd schematise* ein erf xndungs genres oligo- 

ZllTT: T timeX 611168 ^^^n Fusionspro- 
ACRP30) da d : S ll FUSi0nS ^° tei - (*) « Fig. 6A, FasL- 
ACRP3 0 dargestellt, das als Komponente A vier trimerisier- 
t. W-Liganden (,. B . den ™ F - L ig an den Pa sL) od er Abs nX 
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te von TNF-Liganden aufweist, die durch die Kollagen- 
artigen Sequenzbereiche von ACRP3 0- Protein als Komponente 
B, welche bspw. in einem erf indungsgemaSen Fusionsprotein 
vorliegen, zu einem erf indungsgemaEen Homododekamer oligo- 
5 merisieren. 

Fig. 15A beschreibt die Konstruktion eines weiteren erfin- 
dungsgemaSen Fusionsproteins , namlich hEDA/FasL. Hierbei 
dient die Kollagendomane von humanem EDA (Aminosauren 160 

10 bis 242) als Komponente B, an die N- Terminal uber einen 
Linker ein Flag-Epitop und C-terminal, auch uber einen Lin- 
ker, eine Komponente A, in Fig. 15A FasL (AS 13 9-281, also 
die extrazellulare Domane von FasL oder ein Fragment der- 
selben) , angekoppelt 1st. Das erf indungsgemafie Fusionspro- 

is tein hEDA/FasL liegt als Hexamer vor, 2x3mer. Beim Protein 
EDA handelt es sich urn ein weiteres Mitglied der TNF- 
Familie, das neben einer Transmemebran- Domane und einer 
TNF-Domane auch eine Kol lag en -Domane aufweist (s. Fig. 15A 
oben) und in der humanen Form 3 91 AS umfaSt. 

20 

Figur 15B stellt Untersuchungen mit dem erf indungsgemafien 
Fusionsprotein hEDA/FasL dar. Zur Herstellung des Fusions- 
proteins wurde zunachst die Kol lagen- Domane von humanem EDA 
(AS 16 0 bis 242) mit entsprechenden Primern amplif iziert 

25 und dann mit den entsprechenden Sequenzen am N- _bzw. C- 
Terminus fur Flag und die extrazellulare Domane von humanem 
FasL (AS 139 bis 281) fusioniert. Figur, 15B stellt nunmehr 
Kurvenverlauf e dar, die sich aus der Titration von Jurkat- 
T-Zellen mit einerseits FasL und andererseits dem Fusions- 

30 protein hEDA/FasL unter Zugabe von Ant i- Flag -Ant ikorper M2 
und ohne Zugabe von Ant i -Flag -Ant ikorper M2 ergeben. Hierzu 
wurden Uberstande (OPTIMEM) von transient mit FasL oder hE- 
DA/FasL transf izierten und diese Proteine exprimierenden 
293-Zellen zu Jurkat-T-Zellen gegeben. In auf einanderf ol- 

35 genden Experimenten wurden die auf der x-Achse von Fig. 15B 
darges tell ten, abnehmenden Konzentrationen der vorgenannten 
Proteine eingesetzt und die jeweilige Uberlebensrate der 
Jurkat-Zellen mit Hilfe des an anderer Stelle beschriebenen 
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Standard-Zytotoxizitatstests bestimmt . Aus der Auftragung 
wird deutlich, dafi FasL ohne kreuzvernetzenden M2- 
Antikorper inaktiv ist (□) und in diesem Fall erst die 
kreuzvernetzende Wirkung des Antikorpers M2 zytotoxische 
5 Effekte hervorruft (■) . Demgegenuber wird die entsprechen- 
de Wirkung von einem erf indungsgemafcen Fusionsprotein, nam- 
lich hEDA/FasL, bereits ohne Zugabe von M2 -Antikorper er- 
reicht (o) . Die Zugabe von M2 -Antikorpern kann in diesem 
Fall die Wirkung des erf indungsgemaEen Fusionsproteins noch 
io steigern (•) . 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachf olgenden Aus- 
15 fuhrungsbeispiele naher erlautert : 

Die folgenden exp er intent el len Gegebenheiten (a) bis (f) 
sind, soweit einschlagig und nicht entsprechende a.a.O. of- 
fenbarte Modif izierungen gelten, fur die sechs nachfolgen- 
20 den Ausfuhrungsbeispiele heranzuziehen: 

(a) Vektorkonstruktionen fur die FasL-, TRAIL- , TNFot- und 
CD40L-Fusionsproteine : 

Ein fur das Signalpeptid von Hemagglutinin codierendes DNA- 
25 Fragment, einschlieSlich 6 Basen der im 5 ' -Bereich unuber- 
setzten Sequenz (CAA AAC ATG GCT ATC ATC TAC CTC ATC CTC 
CTG TTCACC GCT GTG CGG GGC) sowie das Flag Epitop (GAT TAC 
AAA GAC GAT GAC GAT AAA) , der Linker (GGA CCC GGA CAG GTG 
CAG) , die Restriktionsschnittstellen PstI, Sail, Xhal und 
30 BamHI wurden zwischen die Restriktionsschnittstellen Hindi- 
II und BamHI eines modif izierten PCRIII-Vektors 
(InVitrogen, NV Leek, Niederlande) kloniert, in dem die Ba- 
sen 720-769 deletiert wurden (PS 038). Fur den Expressions- 
vektor des trimerischen FasL wurden die Aminosauren 139 bis 
35 281 der fur menschlichen FasL kodierenden Sequenz, einge- 
rahmt von den Restriktionsschnittstellen PstI und EcoRI, 
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mit PCR amplif iziert und in den modif izierten PCRIII -Vektor 
kloniert . 

Fur hexameren FasL wurde die fur die Aminosauren 103 bis 
5 2 81 kodierende Sequenz , beidseitig eingerahmt von EcdRI 

Schnittstellen sowie zusatzlich am S'-Ende von der Linker- 
sequenz GGCTT und am 3 ' -Ende vom Stop-Codon (TAA) und 
der naturlichen, nicht ubersetzten Sequenz (GAG AAG CAC TTT 
GGG ATT CTT TCC ATT ATG ATT CTT TGT TAC AGG CAC CGA GAT GTT 

10 GAA GCC) in die BcoRI-Schnittstelle des Vektors PS 038 klo- 
niert. Der "Super-FasL" (Figur 4, Fusionsprotein (3))^ wurde 
durch Einfuhrung einer Punkt mutation in der Linker sequenz 
des Vektors PS 03 8 erzeugt, indem die Sequenz CAGTGTGCTG 
auf der S'-Seite der EcoRI-Schnittstelle durch CAGTCTGCAG 

15 mit Hilfe von PCR-Mutationsmethoden ersetzt worden ist. 

Daraufhin wurde der FasL (Aminosauren 103 bis 2 81) in der 
zuvor beschriebenen Weise in den modif izierten PS 03 8 klo- 
niert . 

20 Fur humanes TRAIL, murines TNFa und humanes CD4 0L wurden 
Teile der extrazellularen Domanen (TRAIL: Aminosauren 95 
bis 281 , TNFa : Aminosauren 77 bis 235, CD40L: Aminosauren 
116 bis 261) mit Pstl-Restriktionschnittstellen am S'-Ende 
und einem Stop-Codon sowie Spel- und EcoRI -Restriktions- 

25 schnittstellen am 3 ' -Ende durch' PCR. amplif iziert und -in den 
Vektor PCRII (Invitrogen) kloniert. Fur die Expression der 
Liganden als Trimere wurde zunachst die Sequenz GAT TAC AAA 
GAC GAT GAC GAT AAA, kodierend fur den Flag -Tag, sowie die 
Linker sequenz GGA CCC GGA CAG GTG CAG zwischen die Schnitt- 

30 stellen BamHI und PstI in den Vektor pQE-16 (Qiagen) inse- 
riert (PS 330) . Anschliefiend wurden die Liganden als 
Ps tl/ Spel- Fragment e in PS 33 0 subkloniert. 

Der Expressionsvektor fur FasL-ACRP3 0 wurde in folgender 
35 Weise konstruiert . Mittels des EST-Klons AA673154 wurde 
durch PCR die fur die Aminosauren 18 bis 111 des murinen 
ACRP3 0 kodierende Sequenz, eingerahmt von den Restriktions- 
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NaCl und 1 mM CaCl 2 versetzt und der pH-Wert mittels Salz- 
saure/Natronlauge auf 7,0 eingestelt . Daraufhin wurde das 
rekombinante Protein auf Ml -Agarose (Sigma, Schweiz) gebun- 
den und in TBS-EDTA (10 mM) eluiert. Der Puffer wurde gegen 
5 PBS in Konzentratoren ausgetauscht . Die Konzentration von 
gereinigten Proteinen wurde durch das Bicinchoninsaure- 
Verfahren (Pierce Chemical Co. , Rockford, IL, USA) unter 
Verwendung von Rinderserumalbumin als Standard bestimmt und 
die Reinheit der Proben durch SDS-PAGE und Coomassie-Blue- 
10 Farbung ermittelt . 

Die Fusionsproteine von TRAIL, TNFa und CD4 0L mit ACRP3 0 
wurden in den jeweiligen Assays in Form angereicherter 
Uberstande hinzugefugt, die in folgender Weise hergestellt 

is wurden: 2 93T-Zellen wurden mit den jeweiligen Expressions - 
plasmiden durch die Calciumphosphat-Methode transf iziert . 
Nachdem die Zellen 16 Stunden' mit dem Prazipitat inkubiert 
worden waren, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 4 Ta- 
ge in serumf reiem Medium (Optimem, Gibco BRL) inkubiert . 

20 Die Uberstande wurden auf ein Zwanzigstel ihrer anfangli- 
chen Volumina durch Konzentratoren reduziert und die Pra- 
senz des Proteins durch "Western-Blotting" uberpruft. Im 
Falle von TRAIL-ACRP3 0 und TNFa-ACRP3 0 wurden Titrationen 
dieser Proteine mit Titrationen von auf gereinigtem trimeri- 

25 schem TRAIL oder TNFa verglichen, urn die jeweilige- Konzen- 
tration der rekombinanten Proteine zu bestimmen. 

(c) Uberprufung des Molekulargewichts der Multimere durch 
Gelpermeationschromatographie : 

3 0 Die GroSe der verschiedenen Fusionsproteine wurde durch 
Gelf iltration auf Superdex 200 HR10/30 (Pharmacia) be- 
stimmt. Rekombinantes Protein wurde mit den internen Stan- 
dards Katalase und Ovalbumin im Falle der tri- und hexame- 
rischen Liganden, mit Ferritin und Ovalbumin fur die 

35 ACRP3 0- Fusionsproteine auf die Kolonne in einem Volumen von 
200 ^1 geladen, dann mit PBS (0,5 ml/min) eluiert und in 
Fraktionen von 0,2 5 ml gesammelt . Die Prasenz der Proteine 
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in den verschiedenen Fraktionen nach Fallung durch Trichlo- 
roessigsaure wurde durch "Western-Blotting" bestimmt . Die 
GroSe der Proteine wurde rr.it Hilfe einer Regressionsgera- 
den, bestehend aus Thyroglobulin (669 kDa) , Ferritin (440 
kDa), Katalase (262 kDa), Aldolase (158 kDa), Rinderseru- 
malbumin (67 kDa) , Ovalbumin (43 kDa) , Chymotrypsinogen A 
(25 kDa) und Ribonuclease A (13 ,7 kDa) ermittelt . 

(d) Zellen: 

Murine B-Lymphom A20 -Zellen wurden in DMEM gehalten, das 
5% hitzeinaktiviertes FCS enthielt. Die humanen T- 
Lymphoplastom-Jurkat-Zellen, BJAB Burkitt-Lymphomzellen 
wurden in RPMI, begleitet von 10% FCS, aufgezogen. Die hu- 
man- embryonischen Nierenzellen 293 wurden in einem DMEM 
Mehrstoffmix F12 (1:1), begleitet von 2% FCS, kultiviert. 
Alle Medien enthielten Antibiotika (Penicillin und Strep- 
tomycin bei 5/ig/ml jeweils und Neomycin bei 10 /ig/ml) . Die 
IL-2 abhangige murine zytotoxische T-Zellinie CT6 , wurde im 
RPMI, unterstutzt von 10% FCS, 1 mM Natriumpyruvat , 50 fiM 2 
Mercaptoethanol , 10 mM Hepes und 10% konditioniertem EL-4 
Zelluberstand aufgezogen. 

(e) Zytotoxischer Assay: 

Der zytotoxische Assay wurde im wesentlichen, wie zuvor bei 
Schneider et al . (J. Biol. Chem. 272:18827-18833, 1997) be- 
schrieben durchgef uhrt . Hierbei wurden 50.000 Zellen fur 
die Dauer von 16 Stunden in 100 fil Medium inkubiert, wobei 
das Medium die angezeigten Ligandenkonzentrationen in Ge- 
genwart oder Abwesenheit von l/ig/ml M2 -Antikorper (2 /ig/ml 
fur TRAIL) enthielt. Die Zelluberlebensraten wurden mit 
Hilfe von PMS/MTS - (Phenanzinmethosulf at 3- [4,5- 
dimethylthiazol-2-yl] -5- [3 -carboxymethoxyphenyl] -2- [4- 
sulfophenyl] -2H-tetrazolium / Salz) (Promega Corp., Madison, 
WI) bestimmt. Die Farbentwicklung wurde fur die erforderli- 
che Zeit (typischerweise 1-3 Stunden) zugelassen. Die Ab- 
sorbanz wurde bei 4 90 nm gemessen. 
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(f) B-Zell-Proliferationsassay 

CD1 9 -positive Zellen wurden durch FACS- Sorting von mensch- 
lichen PBL (periphere Blutlymphozyten) mit magnetischen 
"Beads" selektiert und auf gereinigt , dagegen wurden CD19- 
negative Zellen mit 3000 rad irradiert . 100000 gereinigte 
CD19-positive Zellen wurden mit 100000 CD19-negativen auto- 

logen irradierten PBL in 120 ul Medium (RPMI 10% FCS, Anti- 
biotika) mit den titrierten loslichen CD40L-Fusionspro- 
teinen, mit oder ohne M2- Antikorper (10 ug/ml) 72 Stunden 
lang in 96- "well" -Platten inkubiert . Anschliessend wurden 
die Zellen 6 Stunden lang mit [ 3 H] -Thymidin gepulst und die 
Inkorporation wurde mit Flussig- Szintillationszahlung 
("Liquid Scintillation Counting") gemessen. 

Im ubrigen wird hinsichtlich der Beschreibung der fur die 
Durchfuhrung der Ausf uhrungsbeispiele eingesetzten Methoden 
ausdrucklich auf Schneider et al . (J. Exp. Med., Vol. 187, 
Nr. 8, 1998,. 1205-1213) und die dort als Referenzen zitier- 
ten Publikationen verwiesen. 

1. Ausf uhrungsbei spiel 

Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (2) exprimiert, 
das die Aminosauren 103 bis 281 des hFasL (h: human) als 
Komponente A und N- terminal von der Aminosaure 103 der Kom- 
ponente A als Komponente B eine 18 AA lange-. Sequenz 
(VDLEGSTSNGRQCAGIRL, sog . spezifischer Linker) aufwies. 
Daruber hinaus wurde am N-Terminus des Fusionsproteins (N- 
Terminal von der Komponente B) eine Flag- Sequenz mit den 
Aminosauren DYKDDDDK und einer darauf folgenden Linkerse- 
quenz GPGQVQLQ angekoppelt (Figur 1) . 

Fur Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (1) expri- 
miert, das N- terminal gleichfalls die vorgenannte Flag- 
Sequenz mit der gleichen C- terminal folgenden Linkersequenz 
und daran C- terminal angeschlossen die Aminosauren 13 9 bis 
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281 von hFasL aufwies. Fusionsprotein (1) unterschied sich 
von Fusionsprotein (2) demnach durch eine Deletion, die den 
spezifiBchen Linker und die Aminosauren 103 bis 138 von 
hFasL umfaSte (Figur l) . 

Die Vektorkonstruktion der Fusionsproteine (1) und (2) er- 
folgte nach der gema£ (a) beschriebenen Verf ahrensweise . 
Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgte 
nach dem unter (b) dargestellten Verfahren. 

Die gereinigten. Fusionsproteine (1) wurden reduzierenden 
oder nicht -reduzierenden Bedingungen unterworfen und an- 
schlieSend gelelektrophoretisch aufgetrennt (Figur 2), ver- 
bunden mit einer Grobbestimmung des Molekulargewichts ' der 
jeweiligen Banden. 

SchlieSlich wurden gemafi (d) gezuchtete A20- und Jurkat- 
Zellen entnommen und einem zytotoxischen Assay gemafi (e) 
unterzogen. Fur jede der beiden Zellinien wurde der Assay 
jeweils mit steigenden Konzentrationen von trimerisiertem 
Fusionsprotein (l) oder von Bimeren von Trimeren (also 
Hexameren) des Fusionsproteins (2) in Gegenwart oder Abwe- 
senheit von anti-Flag-M2 -Antikorpern (Sigma, Buchs, 
Schweiz) durchgefuhrt (Figur 3), indem die Absorbanz bei OD 
490 nm bestimmt wurde. 

2. Ausfiihrungsbei spiel 

Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein. (3) exprimiert, 
das die Aminosauren 103 bis 281 des hFasL als Komponente A 
und N-terminal von der Aminosaure 103 der Komponente A als 
Komponente B eine 18 AA lange Sequenz (VDLEGSTSNGRQSAGIRL, 
spezifischer Linker) aufwies. Daruber hinaus wurde am N- 
Terminus des Fusionsproteins (N-Terminal von der Komponente 
B) eine Flag-Seguenz mit den Aminosauren DYKDDDDK und einer 
darauf folgenden Linkerseguenz GPGQVQLQ angekoppelt (Figur 
4) . 



WO 01/49866 



45 



PCT/EP00/13032 



Pur Vergl e i chsver suche wurde wie beim 1. Ausf uhrungsbei - 
spiel das Fusionsprotein (1) exprimiert (Figur 4) . 

Die Vektorkonstruktionen der Fusionsproteine (3) und (1) 
5 wurden nach den fur das 1. Ausf uhrungsbei spiel dargestell- 
ten Verf ahren durchgef uhrt . Die Expression und Reinigung 
der Fusionsproteine erfolgte nach dem unter (b) dargestell- 
ten Verf ahren. 

10 SchlieElich wurden gemais (d) gezuchtete A2 0- und Jurkat- 
Zellen entnommen und einem zytotoxischen Assay gemafe (e) 
unterzogen. Fur jede der beiden Zellinien Wurde der Assay 
jeweils mit steigenden Konzentrationen von Trimeren des Fu- 
sionsproteins (3) in Gegenwart oder Abwesenheit von anti- 

15 Flag-M2-Antik6rpern (Sigma, Buchs , Schweiz) durchgef uhrt 

(Figur 5) , indem die Absorbanz bei OD 490 nm bestimmt wur- 
de. 

3. Ausf uhrungsbei spiel 

20 Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (4) exprimiert, 
das die Aminosauren 139 bis 281 des hFasL als Komponente A 
und N-terminal von der Aminosaure 139 der Komponente A zu- 
nachst das Linker-Dimer mit der Sequenz LQ und dann weiter 
N-terminal als Komponente B eine 94 AS lange Sequenz aus 

25 dem Protein mACRP3 0 (AS 18 bis 111) , die Oligomerisierungs- 
domane, auf wies . Daruber hinaus wurde am N- Terminus des Fu- 
sionsproteins (4) (N-Terminal von der Komponente B) eine 
Flag -Sequenz mit den Aminosauren DYKDDDDK und einer darauf 
fplgenden Linkersequenz GPGQVQLH angekoppelt (Figur 6A) . 

30 Fur Vergleichsversuche wurde das Fusionsprotein (1) einge- 
set zt . 

Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgte 
nach dem unter (b) dargestellten Verf ahren. 

35 

Schliefilich wurden gemaS (d) gezuchtete BJAB-Burkitt- 
Lymphoma-Zellen entnommen und einem zytotoxischen Assay ge- 
mafi (e) unterzogen. Der Assay wurde jeweils mit steigenden 



BNSDOCID: <WO 0149B66Al_l_> 



WO 01/49866 



46 



PCT/EPOO/13032 



10 



IS 



Konzentrationen von Trimeren des. Fusionsproteins (1) Oder 
oligomerisierten Trimeren (Dodekamere) des Fusionsproteins 
(4), also des rekortbinaten FasL-ACRF30 (4x3), in Gegenwart 
Oder Abwesenheit von anti-Flag-M2-Antikorpem (Sigma, s.o.) 
durchgefuhrt (Figur 7) , indem die Absorbanz bei OD 490 nm 
bestimmt wurde. 

4 . Ausfiihrungsbei spiel 

Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (5) exprimiert, 
das die Aminosauren 95 bis 2 81 des hTRA.IL (h: human) als 
Komponente A und N- terminal von der Aminosaure 95 der Kom- 
ponente A zunachst der Linker-Dimer mit der Seguenz LQ und 
dann weiter N-terminal als Komponente B eine 94 AS lange 
Seguenz aus dem Protein mACRP30 (AS 18 bis 111) , die Oligo- 
mer isierungsdomane) aufwies. Daruber hinaus wurde am N- 
Terminus des Fusionsproteins (N-Terminal von der Komponente 
B) eine Flag-Seguenz mit den Aminosauren DYKDDDDK und einer 
darauf folgenden Linkers eguenz GPGQVQLH angekoppelt (Figur 
8) . 

Fur Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (nicht in 
der Figur 8 dargestellt) exprimiert, das in Losung als Tri- 
mer vorliegt ( TRAIL - Trimer ) . Dieses Vergleichsversuchspro- 
tein weist (vom N- zum C-Terminus die Flag-Seguenz, den 
Linker mit der Seguenz GPGQVQLH und schlieSlich hTRAIL (AS 
95 bis 281). auf . Im Unterschied zum Fusionsprotein (5) 
fehlt also die Komponente B (mACRP30: AS 18 bis 111) und 
der Linker mit der Seguenz LQ. 

Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgten 
30 nach den unter (b) dargestellten Verfahren. 

Schliefilich wurden gemaS (d) gezuchtete T-Lymphoblastoma- 
Jurkat-Zellen entnommen und einem zytotoxischen Assay gemaS 
(e) unterzogen. Der Assay wurde jeweils mit steigenden Kon- 
35 zentrationen von Trimeren des Fusionsproteins ohne die 

ACRP3 0- Seguenz (zum Vergleich) oder der oligomerisierten 
Trimeren des Fusionsproteins (5) , also eines Dodekamers des 
rekombinaten TRAIL -ACRP3 0 (4x3), in Gegenwart oder Abwesen- 
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heit von ant i- Flag- M2 -Ant ikorpern (Sigma, s.o.) durchge- 
fuhrt (Figur 9) , indem die- Absorbanz bei OD 4 90 nm bestimmt 
wurde . 

5 5 . Ausf uhrungsbei spiel 

Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (6) exprimiert, 
das die Aminos auren 77 bis 235 des mTNFa (m: murin) als 
Komponente A und N- terminal von der Aminosaure 85 der Kom- 
ponente A zunachst das Linker-Dimer LQ und dann weiter N- 
10 terminal als Komponente B eine 94 AS lange Sequenz aus dem 
Protein mACRP3 0 (AS 18 bis 111) , die Oligomerisierungsdoma- 
ne, aufwies. Daruber hinaus wurde am N-Terminus des Fusi- 
onsproteins (N-Terminal von der Komponente B) eine Flag- 
Sequenz mit den Aminosauren DYKDDDDK und einer darauf foi- 
ls genden Linker sequenz GPGQVQLH angekoppelt (Figur 10) . 

Fur Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (nicht in 
der Figur 10 dargestellt) exprimiert, das in Losung als 
Trimer vorliegt (TNFa-Trimer) . Dieses Vergleichsversuch- 
20 sprotein weist (vom N- zum C-Terminus die Flag-Sequenz , den 
Linker mit der Sequenz GPGQVQLH und schlieSlich mTNFa (AS 
77 bis- 235) auf . Im Unterschied zum Fusionsprotein (6) 
fehlt also die Komponente B (mACRP30: AS 18 bis 111) und 
der Linker mit der Sequenz LQ. 

25 

Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgten 
nach dem unter (b) dargestellten Verfahren. 

Mit Hilfe eines Zellprolif erationsassays gemaS (f) wurden 
30 die Effekte, die durch Zugabe von steigenden Konzentratio- 
nen von TNFa-Trimeren oder TNFa-ACRP3 0 -Oligomeren 
(Homododekamer von TNFa) in Gegenwart oder Abwesenheit von 
anti-Flag-M2 -Ant ikorpern (Sigma, s.o.) zu CT6-Zellen erge- 
ben, gemessen. 

35 Hierzu wurden CT6-Zellen fur die Dauer von 4 Tagen in Ge- 
genwart von reduzierten Konzentrationen von EL- 4 -Uberstand 
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(2,5%) vor dem Prolif erationsexperiment angesetzt. Die Zel- 
len warden in 96- "well « -Titerplatten (40.000 Zellen/ "well » ) 

fur die Dauer von 1 £ si-im^on m-i +- ^™ 

-- — aiiyc^cj,gLen rvonzentra- 

tionen von TNFa-ACRP3 0- Oligomer en oder mTNF-a in Gegenwart 
Oder in Abwesenheit von 2 jig/ml M2-mAk und in der Abwesen- 
heit von EL-4-Uberstand inkubiert . Die Zellen wurden fur 
die Dauer von zusatzlichen 6 Stunden mit [ 3 H] Thymidin (0,5 
/iCi/"well«) gepulst, drei Zyklen von Einfrieren und Auftau- 
en ausgesetzt und schlieSlich geerntet . Die [ 3 H] I Thymidin - 
Inkorporation wurde schlieSlich durch eine Flussigszintil- 
lationsrnessung uberpruft (Figur 11) . 

6. Ausf uhrungsbei spiel 

Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (7) exprimiert, 
das die Aminosauren 116 bis 261 des hCD40L (h: human) als 
Komponente A und N- terminal von der Aminosaure 95 der Kom- 
ponente A zunachst das Linker-Dimer LQ und dann weiter N- 
terminal als Komponente B eine 94 AS lange Sequenz aus dem 
Protein mACRP30 (AS 18 bis 111), die Oligomer! sierungsdoma- 
ne) , aufwies. Daruber hinaus wurde am N-Terminus des Fusi- 
onsproteins (N-Terminal von der Komponente B) eine Flag- 
Sequenz mit den Aminosauren DYKDDDDK und einer darauf fol- 
genden Linker sequenz GPGQVQLH angekoppelt (Figur 12) . 

Fur Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (riicht in 
der Figur 12 dargestellt) exprimiert, das in Losung als 
Trimer vorliegt (CD40L-Trimer) . Dieses Vergleichsversuch- 
sprotein weist (vom N- zum C-Terminus die Flag-Sequenz , den 
Linker mit der Sequenz GPGQVQLH und schlieSlich hCD40L (AS 
116 bis 261) auf . Im Unterschied zum Fusionsprotein (7) 
fehlt also die Komponente B (mACRP30: AS 18 bis 111) und 
der Linker mit der Sequenz LQ. 

Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgten 
nach den unter (b) dargestellten Verfahren. 
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SchlieSlich wurde der unter (f) beschriebene Zellprolif era- 
tionsassay analog auf PBL durchgef uhrt , wobei CD4 0L-Trimer 
oder CD4 01j-ACRP3 0-Oligomere (Homododekamere) in An- oder 
Abwesenheit von anti-Flag-M2 -Antikorpern (Sigma, s.o.) zu- 
5 gegeben wurden (Figur 13) . 

7 . Ausf uhrungsbei spiel 
7.1 Experiment el le Durchf uhrung 
■ Das 7 . Ausf uhrungsbei spiel bef a£t sich mit Fusionsprotein- 
10 en, die aus einer multi- und oligomer is ierenden {Component e 
A und einem Rezeptor als Komponente B bestehen. 

(A) Vektorkonstruktion 

Die Fusionsprot eine wurden aus einem modif izierten PCR-3- 
15 Vektor (von Invitrogen) als Folge von austauschbaren Modu- 
len in der folgenden Reihenfolge (5* nach 3') konstruiert: 
(a) ein Hindlll/Sall -Modul , das die extrazellulare Domane 
eines Rezeptors enthalt, wobei eine Kozak-Sequenz GCCACC 
vorangeht (im Falle von hTNF-Rl (Aminosauren 1 - 211) ; h- 
2 0 TRAIL -Rl (Aminosauren 1 - 23 9) , h-TRAIL-R2 (Aminosauren 1 - 
212), h-TRAIL-R3 (Aminosauren 1 - 240) und hCD40 
(Aminosauren 1 -193) oder im Falle von hFasR (Aminosauren 1 
- 170) durch die Voranstellung von 24 Nukleotiden der 5'- 
nichttranslatierten Region) ; (b) ein 14 -Aminosauren langer - 
25 Linker (PQPQPKPQPKPEPE) in einer Sall/Xhol -Kassette (wie 
bei Terskikh et al . (1997), Proc. Natl. Acad. Sci . USA 94, 
1663 beschrieben) ; (c) eine Oligomerisierungsdomane in ei- 
nem Xhol/Notl-Modul im Falle von OPG (Aminosauren 187 - 

401, hier als 5N-OPG beschrieben), CMP (Aminosauren 451 - 
30 493), GenBank 115555); COMP (Aminosauren 32 - 75, GenBank 

1705995) ; (d) eine Notl/Xbal -Kassette , die eine kombinierte 
Hisg-myc-Markierung und ein Stop-Kodon enthalt. Die Oligo- 
merisierungsdomane wurde umrahmt von den Aminosauresequen- 
zen GGCC und ARTPGGGS an den N- bzw. C - Termini . Linker wur- 
35 den fur alle Konstrukte eingesetzt. Im Falle der Fc- 

Konstrukte wurden die "Hinge " -Region, die CH2 und CH3- 
Domanen und das Stop-Kodon von hlgGl als Sail /Not I - 
Kassette, wie zuvor beschrieben (Schneider et al . (1997) J. 
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Biol. Chem 2 72, 18827; Schneider et al . (1998) j. Exp . Med 

187, 1205), kloniert. Stabile HEK-293 abgeleitete Zellinien 

wurden fur Hip n^f^^i . _ , . . 

-^SuSnuug vun reKomomanten Proteinen 

durch Selektion in 800 ^g/ml G418 mit Hilfe der zuvor be- 
schnebenen Verfahren (Schneider et al . (1997) s.o.) eta- 
bliert. ' 

(B) Transiente Transfektion 

Die 2 93T-2ellen wurden mit der CaCl 2 -Methode wie zuvor be- 
schrieben (Schneider et al . 1997, s.o.) transfiziert und 
mit PBS gewaschen, bevor sie fur 3 Tage i n serumfreien Op- 
txmem-Medium inkubiert wurden. Die Uberstande wurden 30fach 
konzentriert und bis 2um Gebrauch gefroren gehalten. Die 
Konzentration der Fas/5N-OPG und Fas/CMP-Fusionsproteine in 
konzentriertem Optimem-Medium wurde mit Hilfe einer Titra- 
tion auf "Western Blots" unter Zuhilfenahme von aufgerei- 
nxgtem Fas/COMP als Standard bestimmt. 

(C) Reinigung der rekombinanten Proteine 

Die Uberstande von stabil transf izierten 293-Zellen wurden 
auf M2 -Agarose (als Liganden) oder Protein A-Sepharose (Fc- 
Fusionsproteine) geladen, mit PBS gewaschen und mit 50 mM 
Catrat-NaOH (pH 2,5) eluiert .. Das Eluat wurde mit Tris-HCl 
(PH 8) neutralisiert und der Puffer gegen PBS in Centrikon- 
3 0-Konzentratoren (von Amicon, Easton, Texas) ausgetauscht 
Die COMP- und CMP-Fusionsproteine wurden auf HiTrap- 
Chelatsaulen gereinigt. Zu diesem Zweck wurden die Uber- 
stande von stabil transfizierten 293-Zellen mit 500 mM NaCl 
und 10 mM Imidazol erganzt und iiber mit 0,5 M ZnS0 4 (pH 
2,5) vorbeschichtete Saulen gefuhrt und in PBS aguili- 
briert. Die Saule wurde mit PBS gewaschen, und die Proteine 
wurden mit PBS, das 50 mM EDTA enthielt, eluiert. Der Puf- 
fer wurde gegen PBS ausgetauscht, wie zuvor beschrieben. 

Flag-FasL und Flag-TRAIL wurdenso hergestellt, wie zuvor 
beschrieben (Schneider et al . , 1997, J. Biol. chem. 272, 
18827 und Thome et al . , 1997, Nature 386, 517). Beide Ver- 
offentlichungen sind vollumf anglich Bestandteil der Of fen- 
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barung des vorliegenden Erf indungsgegenstands . Flag-CD40L 
(AS 116 bis 2 61) wurde in Bakterien exprimiert und auf M2- 
Agarose gereinigt, wie es fur Flag-TRAIL beschrieben wurde. 
Die Proteinkonzentrationen wurden mit der Bicinchoninsaure- 
5 Methode bestimmt. Der Reinheitsgrad wurde mit SDS-PAGE und 
Coomassie-Blue-Markierung untersucht . 

(D) Gelpermeationschromatographie 

Im Rahmen der Gelpermeationschromatographie wurde die je- 
10 weilige Menge von Fusionsprotein in einem Vo lumen von 2 00/il 
auf eine Superdex 200 HR 10/3 0-Saule (von Pharmacia) gela- 
den und mit 0,5 ml/min in PBS eluiert, wobei gleichzeitig 
die Absorbanz bei 280 nm auf gezeichnet wurde. Die einzelnen 
Fraktionen (0,25 ml) wurden - wie nachfolgend beschrieben - 
15 in Zytotoxitatstests analysiert. Zur Bestimmung des Moleku- 
largewichts wurde die Saule mit Standardproteinen Thyroglo- 
bulin (669 kD) , Ferritin (440 kD) , Katalase (262 kD) , Aldo- 
lase (15 8 kD) , Rinderserumalbumin (67 kD) , Huhnchenovalbu- 
min (43 kD) , Chymotrypsinogen A (25 kD) und Ribonuklease A 
20 (13,7 kD) kalibriert. 

(E) KompetitionsELISA 

Der KompetitionsELISA wurde, wie nachfolgend beschrieben, 
durchgef uhrt . 96 "Well " -ELISA-Platten wurden mit Rezep- 

25 tor/Fc-Fusionsprotein (0,2 /zg/ml in PBS, 100/il, 16 Stunden, 
25°C) beschichtet . Die "Wells" wurden fur eine Stunde bei 
37°C in PBS gesattigt, wobei das PBS 5% fotales Kalberserum 
(als blockierenden Puffer) enthielt . Bei Einsatz von SCD40L 
war der blockierende Puffer PBS, enthaltend 4% fettfreie 

30 Milch und 0,05% Tween-20. Kompetitierende Fc oder COMP- 

Fusionsproteine wurden seriell in 10 0 \i\ blockierendem Puf- 
fer in Gegenwart oder Abwesenheit von 1 /ig/ml Protein' A ge- 
lost . Die Liganden wurden bei konstanter Konzentration hin- 

zugefugt (sFasL: 2 fxg/ml r 36 nM, sTMFa: 0,02 /zg/ml , 0,36 
35 mM; s TRAIL : 0,1 /ig/ml , 1,4 nM; sCD4 0L: 0,5 /zg/ml, 9,2 nM, 
alles in blockierendem Puffer) und konnten fur die Dauer 
von 1 Stunde bei 3 7 °C binden. Gebundene Liganden wurden mit 
M2 -anti -Flag -Antikorper (1 /zg/ml in blockierendem Puffer, 
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100 ill, 45 Minuten, 37°C) Ziegen-Antimaus-Antikorper , ge- 
koppelt an Peroxidase, 1:2000 in blockierendem Puffer, 100 

Zil . 3 0 Mim_i1~ 1.7 o C\ n-n^ rt .nv, n a •> -■ 

— 1 ' - • ' w - r* nciiy x cimx ctHixiiiiy afocni or i a 

(0,3 mg/ml in 50 mM Zitronensaure, 100 mM Na 2 HP0 4 , 0,01% 
H 2 0 2 ) identifiziert . Die Absorbanz wurde bei 490 nm gemes- 



sen. 



(F) Zytotoxizitatstests 

Die Zytotoxitatstests wurden in 96 "Well " -Piatt en in einem 
Volumen von 100 \i\ im wesentlichen wie bei Schneider et al . 
(1997), s.o., beschrieben, durchgef uhrt . Die chimarischen 
Rezeptoren wurden in einem Medium, das solche Mengen von 
cytotoxischen Liganden enthielt, die mehr- als 95% Zelltod 
induzieren konnten, seriell verdunnt . Wo es angegeben ist, 
wurde Protein A mit einer Konzentration von 1 jig/ ml einge- 
setzt. sFasL wurde in Gegenwart von 1 /ig/ml M2 eingesetzt 
und s TRAIL in Gegenwart von 2 /zg/ml M2 . Kein M2 -Antikorper 
wurde bei den Testreihen mit sTNFa verwendet . Die zellen 
wurden einer ISstundigen Inkubation ausgesetzt und ihre 
Uberlebensraten unter Gebrauch des PMS/MTS- Test systems 
(Phenazinmethosulfat/3- [4 , 5 -dimethyl thiazol -2 -yl] -5- [3- 
carboxymethoxyphenyl] -2- [4 -sulf ophenyl] -2H-tetrazolium, in 
Salzform) (Promega, Madison, Wisconsin) . Die Absorbanz wur- 
de bei 490 nm gemessen. Urn die molaren Konzentrationen der 
verschiedenen Fusionsproteine angeben zu konnen, wurde das 
Molekulargewicht, wie folgt, geschatzt: [ (theoretisches 
M r +3 kDa pro vorhergesagtem N-gekoppeltem Glyan)x Multipli- 
zitat] . Fas:Fc, :COMP, :CMP, :SN-OPG: 98, 172, 100 bzw. 105 
kDa. TRAILR2 : Fc , : COMP , :CMP f :§N-OPG: 86, 142, 82 und 93 
kDa. TNFR1 : Fc , : COMP : 104 und 187 kDa. CD40:Fc, : COMP : 101 
and 180 kDa. TRAILR2 : Fc : 86kDA, TRAILR3 : Fc : 127 kDA . Flag- 

TRAIL, Flag-FasL, Flag-TNFa, Flag-CD40L: 71, 55, 56 bzw. 54 
kDa. 



(G) BIAcore-Messungen 

Die BIAcore-Messungen wurden auf CM5-Carboxymethyldextran 
modifizierten Sensorchips (von BIAcore AB, Uppsala, Schwe- 
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den) bei einer Durchf lu&geschwindigkeit von 5/zl/min durch- 
gefuhrt. Die CM5- Chips wurden mit einer 50/il-Gabe einer 1:1 
Mischung von N-Ethyl-N' (3 - dimethyl aminopropyl ) - 
carbodiimid : N- hydroxy succinimid aktiviert. Sechs fil einer 
5 100/zg/ml Losung von M2 -anti -Flag monoklonalem Antikorper in 
10 mM NaHC0 3 (pH 5,5) wurden dann uber die aktivierte Ober- 
flache gefuhrt. Eine 50/xl-Gabe von 1M Ethanolamin-HCl deak- 
tivierte die verbleibenden N - Hydroxy sue cini mi dester . Die 
Menge von immobilisiertem M2 -Antikorper, die fur diese Vor- 

10 gehensweise gebraucht wurden, lag bei ungefahr 4600 Einhei- 
ten. Zur Analyse der Interaktionen von FasL- 
Fas :Fusionsprotein und TRAIL -TRAIL-R2 : Fusionsprotein wurde 
eine konstante Menge von markiertem Ligand auf einer M2 mo- 
difizierten Oberflache immobilisiert . Urn dies zu erreichen, 

15 wurde ein 7/il-Gabe von 2,5 ^g/ml Flag-FasL oder Flag-TRAIL 
auf die Oberflache auf gebracht . Dies f uhrte zur Bindung von 
ungefahr 100 bis 150 Einheiten. Diese Bedingungen gestatte- 
ten im ubrigen eine minimale Dissoziation der Liganden von 
der M2 -Oberflache, wahrend sie gleichzeitig eine ausrei- 

20 chende nachfolgende Rezeptorbindung fur die Analyse gestat- 
teten. Das Binden des Rezeptor : Fusionsproteins wurde dann 
durch 15/xl- Injektion von gereinigtem Rezep- 
tor : Fusionsprotein bei Konzentrationen zwischen 1 und 10 0 
/ig/ml, entsprechend 100 bis 150 Einheiten, analysiert . Die 

25 Assoziierungskinetik wurde fur die Dauer von 3 Minuten ge- 
messen und die Dissoziationsgenetik fur die Dauer von 3 bis 
5 Minuten. Die Oberflache wurde dann regeneriert (zu einer 
einfachen M2 -Oberflache) durch eine 5/il-Gabe von 50 mM Zi- 
trat-HCl (pH 2,5). Bis zu 30 auf einanderf olgende Ablaufe 

30 von Bindung und Regeneration konnten ohne signifikante Ver- 
anderung der Bindungsgeigenschaf ten von immobilisiertem M2- 
Antikorper durchgefuhrt werden. Die Dissoziations- und As- 
soziationskinetiken wurden unter Zuhilfenahme des Kinetik- 
Analyseprogramms des Herstellers unter Verwendung der Mo- 

35 delle AB=A+B und A+B=AB analysiert. 

(H) Kultivierung von primaren Mause-Hepatozyten 
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Fur die Kultivierung von primaren Maus-Hepatozyten wurden 
C57BL/6 Mause geopfert, und der Leberbereich oberhalb des 
BHiargefaSes sofcrt entfernt. um ihn dann in einem 
"Hepatozyten-Attachment Medium" (HAM) zu halten. Der Leber- 
bereich wurde zunachst mit 16 ml von lOmM Hepes (pH" 7 6) 
perfundiert, um die Erythrocyten zu beseitigen, dann mit 12 
"J- von 0,5 mg/ml collagenase H (von Boehringer Mannheim) in 
Hepes (4 mM CaCl 2 ) behandelt und dann in einer Petrischale 
in Hepes homogenisiert . Die Zellen wurden in Hepes gewa- 
schen, dann zentrif ugiert (lOOxg, 30 Sekunden) und in 
60% lger isotonischer Percoll-Losung (von Pharmacia) in HAM 
resuspendiert und wiederum zentrif ugiert (700xg, 2 min) 
Alle Puffer und das Medium wurden bei 37°C eingesetzt Die 
sedxmentierten Zellen wurden in HAM resuspendiert, gezahlt 
auf flachschaligen Mikrotiterplatten ausgesetzt (10 000 pro 
Well, 200 m) und konnten entsprechend anhaften. Die expe- 
rimented Mischung (seriell verdunnte Inhibitoren, sFasL 
(Endkonzentration: 400 ng/ml, 7 nM) und M2 -Ant ikorper 
(Endkonzentration: 1 ^g/mi), h inzugefugt. und die 

Zellen dann fur weitere is stunden inkubiert. Der Oberstand 
wurde abgenommen, frisches HAM (100 /xl) hinzugefugt, und 
der Uberlebensfahigkeitstest PMS/MTS, wie oben beschrieben, 
durchgefuhrt . 

(1) Aktivierungsinduzierter Zelltod 

Flachschalige Mikrotiterplatten wurden mit anti-humane* CD3 
TR66 (10 M g/ml) in PBS fur die Dauer von 3 Stunden bei 37»C 
beschichtet . Die Platten wurden zweimal in PBS gewaschen 
und einmal mit RPMI 1640 Medium. Jurkat-Zellen (5 x 10 s 
Zellen pro ml, 100 „l) wurden mit den Inhibitoren gemischt 
und auf jedes -Well., verteilt, dann zentrifugiert (200xg, 3 
mxn) und fur die Dauer von 24 Stunden bei 37°C inkubiert 
Die Zellenaberlebensfahigkeit (bei OD 490 nm) wurde, wie 
oben beschrieben, gemessen. Die spezifische Zellprotektion 
(w %) wurde wie folgt kalkuliert : t (anti-CD3 + Inhibitor) - 
anti-CD3)]/[ (K ontrolle) - (anti-CD3)] x 100 
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Fur die Bereitstellung einer gemischten Leuko zy t enkul t ur 
wurden Milzzellen aus Perf orin-def izienten oder gld C57BL/6 
Mausen (H-2 b ) mit Gamma - be strahl ten {36 Gy) Milzzellen aus 
Balb/c-Mausen (H-2 d ) fur die Dauer von 5 Tagen kultiviert . 
5 Vor ihrem Einsatz wurden nicht-lebensf ahige Zellen aus den 
Proben durch eine Gradienten-Zentrif ugation auf Ficoll- 
Paque (von Pharmacia Biotech) entfernt. Die Markierung wur- 
de nach vorhergehend beschriebenen Methoden (Kataoka et al . 
} durchgef uhrt . Kurz gesagt, wurden Zieizellen (A20-Zellen) 

10 mit Natrium [ 51 Cr] -Chromat (von Dupont, Boston, MA) fur die 
Dauer von 1 Stunde markiert, dann dreimal mit RPMI 164 0 ge- 
waschen. MLC- Zellen wurden mit den Zieizellen (10 4 Zellen 
pro "Well") in U-formigen Mikrotiterplatten in Gegenwart 
oder Abwesenheit von Fas:Fc und Fas:COMP bei 4 0 /ig/ml in 

15 einem Endvolumen von 200 til gemischt und die Platten zen- 
trifugiert (200xg, 3 min) . Nach der Inkubation fur 4 Stun- 
den wurden die Uberstande entfernt und deren Radioaktivitat 
gemessen. Die spezifische [ 51 Cr] -Freisetzung (in %) wurde 
mit Hilfe der folgenden formel bestimmt : [ (experimentelle 

20 Freisetzung - spontaner Freisetzung) / (maximale Freisetzung 
- spontaner Freisetzung)] x 100. 

(K) FACS -Markierung 

Fur die FACS -Markierung wurde der CD4 0L + - Jurkat-Klon D 1.1 
25 (5xl0 5 Zellen) mit 2fxg von CD40:COMP in FACS -Puffer (PBS, 

10% fotales Kalberserum und 0,02% NaN 3 ) inkubiert . Fas : COMP 
wurden als~ negative .Kontrolle eirigesetzt. Rezeptor : COMP 
wurde mit 1 ^g von 9E10 anti -myc-Antikorper und nachfolgen- 
•der Behandlung mit FITC markiert em Ziegen-anti-Maus- 
30 Antikorper (1:100) detektiert . Inkubationen wurde fur die 

Dauer von 2 0 Min bei 4°C in 50 /zl FACS -Puffer durchgef uhrt . 

(L) B-Zell-Prolif erationstest 

Fur den B-Zell-Prolif erationsassay wurden CD19 + -Zellen aus 
35 humanen peripheren Blutlymphozyten (PBL) mit magnet ischen 

"Beads" (Kugelchen) gereinigt und die ubrigen CD19™ -Zellen 
bestrahlt (3000 rad) . 10 s gereinigte CD19 + ~Zellen wurden 
mit 10 s CD19" autologen bestrahlten PBL in 120 ^1 eines Me- 



BNSDOCID: <WO 0149eeeA1_l_> 



WO 01/49866 



56 



PCT/EP00/13032 



20 



25 



30 



35 



diums, das SCD40L bei einer Konzentration von 100 ng/ml 
U.8 nM> M2-Antik6rper bei io Mg/ ml plus oder minus prote . n 

K^T K ° nZentration 1 ^g/ml un d die angegebenen 

Ktoentratiown von CD40:Fc oder CD40:COMP enthielt . Die 
s Zellen warden dann fur 72 Stunden in 96 Well-Platten kulti- 
viert, fur 6 Stunden mit r 3 H]Thvmidin (1 ^Ci/Well, gepu l st 
und geerntet. Der [ 3 H] Thymidin-Einbau wurde durch Flussig- ■ 
Szmtillationszahlung uberpruft. 

1 7.2 Ergebnisse des 7. Ausf uhrungsbeispiels 

Fusionsproteine, die aus extrazellularen Domanen eines Re- 
ceptors, der an den Fc-Teil von IgG (Rezeptor : Fc) fusio- 
niert 1st, bestehen, sind als inhibitorische Agenzien zur 
Erforschung von Rezeptorliganden-Wechselwirkungen aus dem 
Stand der Technik bekannt . i m 7. Ausfuhrungsbeispiel wurde 
die GroSe von gereinigtem Fas :Fc-Fusionsprotein durch Aus- 
schlufichromatographie untersucht und herausgef unden, dafi 
em einzelner Peak mit der erwarteten Retentionszeit elu- 
iert wurde. Fa S :Fc enthaltene Fraktionen waren in der Lage 
A20-Zellen, die einer letalen Dosi s von loslichem FasL 
(sFasL) ausgesetzt waren, vor dem Zelltod zu schutzen, ob- 
wohl das Mafi an Protektion (bis 50%) aufiergewohnlich nied- 
rig war, werm man berucksichtigt, dafi das geschatzte Ver- 
haltms von Fas:Fc zu FasL im Versuch ungefahr 1000 betrug. 

Bine schwache protektive Aktivitat wurde in einigen der 
fruhen Fraktionen des Eluats beobachtet, die wahrscheinlich 
auf geringfugige nicht-detektierbare Mengen von hochmoleku- 
laren Komplexen von Fas:Fc enthielten. Erf indungsgemafi wur- 
de erkannt, da* derartige hohere Aggregate des Fusionspro^ 
terns als potente Inhibitoren von FasL initiiertem Zelltod 
fung ler en konnen. Daher wurde zunachst diese hochmolekulare 
Fraktion von aggregiertem Fas:Fc erhoht, indem das Immuno- 
9logulme kreuzvernetzende Agens Protein A hinzugegeben 
wurde. sobald die Analyse unter Bedingungen durchgefuhrt 
wurde, bei denen nur ungefahr 10% des injizierten Fa S: Fc zu 
den fruh eluierenden Fraktionen verschoben wurde, war of- 
fensichtlich, dafi hochmolekularer Fas : Fc-Komplex ein wirk- 
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samer Antagonist der FasL induzierten Zytotoxizitat ist. Im 
Vergleich hierzu ergab sich, daS die ubrigen Fas:Fc- 
Fraktionen immer noch als Dimer eluierten -and nur teilweise 
Protektion fur die Zellen trotz lOfach hdherer Konzentrati- 
5 on boten. Erf indungsgemafi zeigen diese Resultate des 7. 
Ausf uhrungsbei spiels, da£ die Bildung von hoheren Fas:Fc- 
Aggregaten die spezifische protektive Aktivitat wesentlich 
vergrofiert . 

10 Auf der Basis dieser Erkenntnisse wurde daher erf indungsge- 
maS Komplexe aus Fusionsproteinen konstruiert, die auf 
Grund einer Vergrofierung des Oligomerisierungsgrads von Fas 
eine bessere Aviditat gegenuber FasL zeigen und die inhibi- 
torischen Eigenschaf ten verbessern. Erf indungsgemaSe Fusi- 

15 onsproteine sind bspw. solche, bei welchen die extrazellu- 
laren Domanen von Rezeptoren der TNF-Familie , bspw. Fas, 
TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TNF-R1 oder CD4 0, uber einen 
14 Minosauren langen Linker an die oligomerisierenden Do- 
manen von entweder dem sog. Cartilage Oligomeric Matrix 

20 Protein ( (COMP) ; Fusionsprotein bezeichnet als: Rezep- 

tor:COMP) oder dem sog. Cartilage Matrix Protein ((CMP); 
Fusionsprotein: Rezeptor : CMP) fusioniert sind. Diese Ma- 
trix-Proteine bzw. deren Domanen besitzen die native Eigen- 
schaf t, Pentamere bzw. Trimere coiled-coil -Strukturen zu 

25 bilden. Die vorgenannten Fusionsproteine (sowie auch Rezep- 
tor : Fc-Fusionsproteine als Kontrollen) wurden in Saugetier- 
zellen exprimiert. und durch Affinitats- chromatographie -auf . 
Metallchelatsaulen oder auf Protein A gereinigt . Die Rezep- 
toren Fas und TRAIL -R2 wurden im 7. Ausf uhrungsbei spiel 

30 auch an die C-terminale Dimerisierungsdomane des Proteins 
Osteoprotegerin aus der TNF Familie gebunden (Rezeptor :5N- 
OPG) . 

Die Rezeptoren, die an COMP oder CMP fusioniert waren, oli- 
35 gomerisierten, wie durch die langsame Wanderung im Po- 

lyacrylamidgel unter nicht-reduzierenden Bedingungen ge- 
zeigt werden konnte . Fas : COMP, und TRAIL-R2:CMP eluierten 
als wohl definierte "Peaks" mit apparenten Molekulargewich- 
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tan von ungefahr 400 bzw. 170 kDa bei Anwendung der Methode 
der Gel-Permeationschromatographie. Die Molekulargewichte 

1 " F="^Kieii czw. cnmeren Strukturen der Fusi- 

onsproteine uberein. Aus den Experimenten des 7. Auasf.iih- 
rungsbeispiels kann daher geschlossen verden, daS die Ag- 
gregatipnseigenschaften von coiled-coil Oligomerisierungs- 
domanen der vorgenannten Matrixproteine nicht durch die Fu- 
sion an Proteine (oder Proteindomanen) der TNF- 
Rezeptorfamilie beeintrachtigt werden. 

Das Fusionsprotein Fas:COMP zeigte eine niedrigere K D als 
Fas:Fc, wenn es den Fusionsproteinen gestattet wurde, urn 
die sFasL-Bindung gegenuber auf getragenem Fas:Fc in Kompe- - 
tition zu treten. In Ubereinstimmung mit diesem Resultat 
wurde eine Dissoziationskonstante von 0,77 nM fur die FasL- 
Fa S :COMP-Wechselwirkung gemessen, die ungefahr 8 bis 9 mal 
niedriger ist als Vergleichswerte fur Fas:Fc. Bei der gro- 
Sen Mehrzahl der getesteten Zellinien zeigte sich, daS die • 
inhibitorische Aktivitat von Fas:COMP ungefahr lb- bis 20- 
fach hoher ist als jene fur das dimere Fusionsprotein 
Fas.-Fc, wahrend die Ergebnisse fur Fas : Fc-Aggregate, her- 
vorgerufen durch kreuzvernetzendes Protein A (Fas:Fc/PA), 
Werte zwischen jenen fiir Fas:COMP und Fas : Fc zeigten. Die 
protektive Aktivitat von dimeren Fas :5N-OPG-Fusion S protein 
war vergleichbar mit jener des dimeren Fas : Fc-Kompl exes 
Trimeres Fas .- CMP inhibierte die sFasL vermittelte Lyse un- 
gefahr so wirksam wie Fas:Fc/PA - im Ergebnis also 5x weni- 
ger wirksam als Fas:COMP. Die inhibitorische Aktivitat von 
Pas:COMP war gut oder besser als j ene von FasL blockieren- 
den monoklonalen Antikorpern Nok-l, 4H9 uhd 4A5 . Die uber- 
legene inhibitorische Aktivitat von Fas:COMP, verglichen 
mit Fas:Fc-Komplex, war auch ersichtlich aus Versuchen mit 
primaren Maus-Hepatocyten oder aus einem Modellsystem fur 
den aktivierungsinduzierten Zelltod mit anti-CD3 aktivier- 
ten Jurkat-Zellen. In all diesen Experimenten ergab sich 
fur Fas:Fc/PA ein mittlerer Protekt ions wert . Weiterhin wur- 
de .untersucht, ob Fas:C0MP die Wirkung von FasL, exprimiert 
auf CTLs, inhibieren kann. Der Tod von A20-Zellen in einem 
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4stundigen Test system hangt einzig von Perforin und den 
FasL-abhangigen Signal transduktionswegen ab, weil CTLs, die 
sowohl fur Perforin als auch fur FasL defizient sind, auf 
diese Zellen keine Wirkung haben. In einem entsprechenden 
5 Versuch wurden A20- Zellen erwartungsgemaS sowohl durch Per- 
f orin-def iziente CTLs als auch durch FasL-def iziente CTbs 
getotet. Fas:Fc und Fas:COMP riefen spezifisch ein gewisses 
MalS an Protektion fur die Zellen, die Perf orin-def izienten 
CTLs ausgesetzt waren, hervor. 

10 

Bei einem Vergleich der Affinitaten von SCD4 0L an CD4 0:Fc / 
CD40:FC/PA oder erf indungsgemafies CD40:COMP durch Kompeti- 
tions-ELISA wurde eine betrachtliche Steigerung der Affini- 
tat (30-fach) fur den pentamerisierten Rezeptor beobachtet, 

15 wahrend sich wiederum ein mittlerer Effekt fur CD40:Fc/PA 
(8-fach) einstellte. Hinsichtlich der Frage, ob CD40:COMP 
auch membrangebundenen CD4 0L erkennen kann, wurde die Jur- 
kat-derivatisierte Zellinie Dl . 1 , die konstitutiv das Ober- 
f lachenprotein CD4 0L exprimiert, fur die Durchfuhrung einer 

20 FACS-Markierungs analyse mit Hilfe der CD40-Fusionsproteine 
als Proben durchgef uhrt . Eine signifikante Markierung wurde 
fur erf indungsgemafies CD4 0:COMP beobachtet, wodurch indi- 
ziert wird, daS- CD4 0-COMP in der Tat zur Bindung an natives 
nicht-prozessiertes CD40L in der Lage ist . Um die spezifi- 

25 sche Aktivitat von CD4 0-Fusionsprotein in einem biologi- 

schen System zu untersuchen, wurde versucht, die CD4 0L ab- 
hangige Proliferation von humanen B- Zellen, die mit anti-B- 
Zell -Rezeptor costimuliert worden sind, zu inhibieren. We- 
der CD40:Fc noch CD4 0:Fc/PA konnten die Proliferation si- 

30 gnifikant beeintrachtigen, sogar fur den Fall, dafi sie in 

hohen Dosen verabreicht wurden. Im Gegensatz hierzu war er- 
f indungsgemafies CD40:COMP in der Lage, die Proliferation 
bereits bei relativ geringen Dosen zu blockieren. 

35 Zusammenf assend kann aus den Untersuchungen des vorliegen- 
den Aus fuhrungsbei spiels festgestellt werden, daS die Inhi- 
bition von FasL-induzierter Apoptose durch kompetive Inhi- 
bitoren abhangig von dem Oligomerisierungsgrad zunahm und 
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die relative* Aktivitaten der verschiedenen Inhibitoren 
(ausgedruckt als Verhaltnis ihrer jeweiligen IC 50 -Werte) 
relativ konstant fur die verschiedenen Zellinien blieb. Die 
erhohte inhibitorische Wirksamkeit von erf indungsgemaSem 
Fas:COMP im Vergleich zu Fas.Fc iat wahrscheinlich das Er- 
gebms seiner hoheren Aviditat. Ahnliche Ergebnisse konnten 
auch fur die Aktivitat von erf indungsgemafiem CD40- 
Fusionsprotein bestimmt werden. Erf indungsgemafies CD40:COMP 
ist CD40:Fc bei der Inhibition von CD40L-induzierter Proli- 
feration von primaren D-Zellen in vitro deutlich uberlegen. 
Damit zeigen die Resultate des Ausfuhrungsbeispiels 7, dafi 
die Dissoziationskonstanten im niedrigen nanomolaren Be- 
reich fur solche Rezeptoren, wie z. B . Fas und CD40, erhal- 
ten werden konnen, die sich nativ durch mittlere Affinitat 
fur ihre Liganden auszeichnen, wenn sie - wie erf indungsge- 
m&S vorgesehen, Bestandteil von Fusionsproteinen sind, die 
sich durch einen hohereren Oligomerisierungsgrad auszeich- 
nen. 



20 
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Ansp ruche 



1. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die rekombinanten Fusionsproteine 
mindestens eine Komponente A und mi ndest ens eine Kom- 

io ponente B aufweisen, wobei Komponente A ein Protein 

oder einen Proteinabschnitt mit biologischer Funktion, 
insbesondere mit Ligandenf unktion fur Antikorper, fur 
losliche oder membranstandige Signalmolekule oder fur 
Rezeptoren oder einen Antikorper oder Abschnitt eines 

15 Antikorpers, umfaSt und Komponente B ein Protein oder 

einen Proteinabschnitt umfafit, das/der das Di-, Tri-, 
Quattro- oder Pentamer des rekombinaten Fusionspro- 
teins ohne Wirkung von Drittmolekulen bi- oder oligo- 
merisiert . 

20 

2. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, da£ die Komponenten A der 
Fusionsproteine im Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamer 

25 identisch oder verschieden sind. 

3. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder "Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 
1 oder 2 , dadurch gekennzeichnet , daS die Komponente A 

3 0 der rekombinanten Fusionsproteine ein Peptidhormon, 

ein Wachstumsf aktor , ein Cytokin, ein Interleukin, ein 
Abschnitt derselben oder ein f unktionelles Derivat der 
vorgenannten Sequenzen ist . 

35 4. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach einem 
der vorgenannten Anspruche , dadurch gekennzeichnet, 
da£ die Komponente A der rekombinanten Fusionsproteine 
ein Cytokin aus der Familie der TNF- Cytokine , ein Ab- 
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schnitt eines solchen TNF-Cytokins oder ein funktio- 
nelles Derivat der vorgenannten Sequenzen ist . 

5. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
5 meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 

4, dadurch gekennzeichnet , da£ die Komponente A der 
rekombinanten Fusionsproteine ein TNF-Cytokin oder ein 
Abschnitt eines TNF-Cytokins , ausgewahlt aus der Grup- 
pe, bestehend aus CD4 0L, FasL, TRAIL, TNF-a, CD3 0L, 
10 OX40L, RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2 , LIGHT, CD2 7L, 41-BB, 

GITRL, APRIL, EDA, VEGI und BAFF, oder ein funktionel- 
les Derivat der vorgenannten Sequenzen ist. 



15 



20 



35 



Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 
1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS die Komponente A 
der rekombinanten Fusionsproteine ein Antigen oder ein 
Abschnitt eines Antigens von viralen, bakteriellen 
oder protozoologischen Erregern ist. 



7. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 
6, dadurch gekennzeichnet, daE die Komponente A der 
rekombinanten Fusionsproteine ein Oberf lachenantigen 

25 oder ein Abschnitt eines Oberf lachenantigens eines vi- 

ralen, bakteriellen oder protozoologischen Erregers 
ist . 

8. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
30 meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 

1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS die Komponente A 
der rekombinanten Fusionsproteine eine Aminosaurese- 
quenz mit angekoppeltem Rezeptoragonist oder Rezeptor- 
antagonist ist. 



Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach einem 
der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
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da£ die Komponente B der rekombinanten Fusionsproteine 
einen mul timer isierenden und oligomerisierenden Ab- 
schnitt oder ein f unktionelles Derivat eines solchen 
Abschnitts eines Proteins , ausgewahlt aus der Gruppe, 
5 bestehend aus der Familie der Clq-Proteine und der 

Collectine, enthalt. 

10. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 

9, dadurch gekennzeichnet, daS die Komponente B einen 
multi- und oligomerisierenden Abschnitt eines Proteins 
oder ein f unktionelles Derivat desselben, ausgewahlt 
aus der Gruppe, bestehend aus Clq, MBP, SP-A, SP-D, 
BC f CL-43 und ACRP30, oder die Kollagendomane des Pro- 
teins EDA oder eines f unktionellen Deri vats desselben 
enthalt . 

11. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 

10, dadurch gekennzeichnet , dafi die Komponente B eine 
Amino sauresequenz , wie gemafi Figur 6A fur die Sequenz 
von Aminos aure 18 bis 111 von mACRP3 0 angegeben, oder 
ein f unktionelles Derivat derselben enthalt, oder eine 
Amino sauresequenz , wie gemaS Figur 6B fur die Sequenz 
von Aminosaure 18 bis 108 von hACRP3 0 angegeben, oder 
ein f unktionelles Derivat derselben enthalt, wobei 
Fig. 6A bzw. 6B Bestandteil des Anspruchs ist. 

12. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
30 meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach einem 

der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Komponente B eine Sequenz von 8 bis 2 0 Aminosauren 
enthalt, die Di- oder Multimere von rekombinanten Fu- 
. sionsproteinen bi- oder oligomerisiert . 

35 

13. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 
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12, dadurch gekennzeichnet , dafi die Komponente B eine 
oder mehrere Disulf idbrucke (n) ausbildet. 

14. Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 

13, dadurch gekennzeichnet, daS die Komponente B die 
Aminosauresequenz LEGSTSNGRQCAGIRL oder ein funktio- 
nelles Derivat derselben enthalt. 



io 15, 



15 

16. 



20 



17, 



25 



18 

30 



35 19. 



Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
. meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach Anspruch 
12, dadurch gekennzeichnet, da£ die Komponente B die 
Seguenz LEGSTSNGRQSAGIRL oder ein f unktionelles Deri- 
vat derselben enthalt. 

Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach einem 
der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die multi- und oligomerisierten Fusionsproteine 
antigenische Abschnitte zur Erkennung und Vernetzung 
durch Antikorper aufweisen. 

Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach einem 
der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daS die rekombinanten Fusionsproteine zwischen Kompo- 
nente A und Komponente B eine Linkerseguenz aufweisen. 

Bi- oder Oligomer von Di-, Tri-, Quattro- oder Penta- 
meren von rekombinanten Fusionsproteinen nach einem 
der vorgenannten Anspruche dadurch gekennzeichnet, 
daS die rekombinanten Fusionsproteine zwei oder mehr 
verschiedene Komponenten B aufweisen. 

Verwendung von Bi- oder Oligomer en nach einem der An- 
spruche l bis 18 zur Herstellung eines Arzneimittels . 
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20. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach einem der An- 
spruche 1 bis 18 zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung von hyperinf lammatorischen Storungen, 
Au t o immune r kr ankungen , Erkrankungen, beruhend auf hy- 
per- oder hypoapoptotischen Storungen, von Infecti- 
ons erkrankungen, insbesondere viralen Inf ektionser- 
kr ankungen, Tumor erkrankungen, insbesondere Tumor en 
des Lymphsys terns und/oder endokrinologischen Storun- 
gen. 



10 



21. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach einem der An- 
spruche 1 bis 18 zur Herstellung einer Vakzine zur ak- 
tiven oder passiyen Immunisierung gegen Infektions- 
krankheiten, insbesondere gegen virale Infektions- 

15 krankheiten. 

22. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach einem der An- 
spruche 1 bis 18 zur Herstellung einer Vakzine nach 
Anspruch 21 zur Vakzinierung- gegen Roteln, Masern, Po- 

20 liomyelitis, Tollwut, Tetanus, Diphtherie, BCG, Mala- 

ria, Gelbfieber, HIV oder Grippe. 

23. Verwendung. von Bi- oder Oligomeren nach einem der An- 
spruche 1 bis 18 zur Herstellung eines Arzneimittels 

25 nach Anspruch 19 oder 20 oder zur Herstellung einer 

Vakzine. nach Anspruch 21 oder 22 zur parent eralen oder 
oralen Verabreichung . 

24. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach einem der An- 
30 spruche 1 bis 18 zur In-vitro-Diagnose . 

25. Fusionsprotein, dadurch gekennzeichnet , dafi das rekom- 
binante Fusionsprotein eine Komponente A und eine Kom- 
ponente B enthalt , wobei die Komponente A ein Protein 

35 oder eineri~Proteinabschnitt mit biologischer Funktion, 

insbesondere mit Ligandenf unktion fur Antikorper oder 
Rezeptoren oder einen Antikorper oder Abschnitt " eines 
Antikorpers oder fur losliche oder membranstandige Si- 
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26 



10 



15 



27, 



gnalmolekule, und die Komponente B einen multimerisie- 
renden und^oligomerisierenden Abschnitt Oder ein funk- 
tionelles uerivat eines solchen Abschnitts eines Pro- 
terns, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus der 
Famlle der Clg-Proteine und der Coll ect i ne , enthalt. 

Fusionsprotein nach Anspruch 25, dadurch gekennzeich- 
net, daS die Komponente B des Fusionsproteins einen 
multi- und oligomerisierenden Abschnitt eines Proteins 
Oder ein funktionelles Derivat desselben, ausgewahlt 
aus der Gruppe, bestehend aus-Clq, MBP, sp-A, SP-D 
BC, CL-43 und ACRP3 0 , oder die Kollagendomane des Pro- 
teins EDA oder eines f unktionellen Derivats desselben 
enthalt. 

-DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet , daS die DNA- 
Sequenz fur ein Fusionsprotein nach Anspruch 25 oder 
26 codiert. 



20 28. Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, daS der Ex- 

pressionsvektor eine DNA-Sequenz nach Anspruch 27 ent- 
halt. 

29. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daS die Wirtszelle 
mit einem Expressionvektor nach Anspruch 28 transf i- 



30 



35 



30 



zxert ist. 



Di- oder Multimer eines rekombinanten Fusionsproteins, 
das erne Komponente A und eine Komponente B enthalt 
dadurch gekennzeichnet, daS die Komponente A einen Re- 
zeptor oder Abschnitt oder Derivat eines Rezeptors und 
dae Komponente B einen multimerisierenden Abschnitt 
exnes Proteins, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend 
aus der Familie der Immunglobuline, Clg-Proteine und 
der Collectine, umfaSt. 
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Fig.3B 
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